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ZUSAMMENFASSUNG 
Untersuchungen zur minimalen Resterkrankung bei der akuten myeloischen 
Leukämie im Kindesalter – Etablierung einer Methode und erste Ergebnisse 
Claudia Langebrake 
 
Die prognostische Bedeutung der minimalen Resterkrankung (MRD) bei der 
akuten myeloischen Leukämie (AML) im Kindesalter ist noch nicht bekannt. Mit 
einer Sensitivität von 10-4 bis 10-5 ist die molekulargenetische Methode der 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Analyse residualer Zellen geeignet, 
jedoch ist sie nur bei etwa 30 % der Patienten mit AML anwendbar. Die 
Detektion leukämie-assoziierter Immunphänotypen gelingt zwar bei 80 - 90 % 
der AML-Patienten, jedoch ist die immunologische Methode der 
Durchflusszytometrie noch nicht ausreichend standardisiert. 
Ein 4-Farb-Konsensus-Panel wurde entwickelt und dessen Spezifität und 
Sensitivität bestimmt. Es konnten drei Gruppen an LAIP mit unterschiedlicher 
Spezifität für die Detektion der MRD bestimmt werden. Die Untersuchung von 
55 Kindern mit AML zeigte, dass ein positives immunologisches MRD-Ergebnis 
(MRD+) mit einem 1,8-fach erhöhtem Rezidiv-Risiko bei früherem Eintreten des 
Rezidivs (6,2  vs. 10,0 Monate; p = 0,09) assoziiert ist. Die Wahrscheinlichkeit 
des ereignisfreien Überlebens (EFS) ist bei den MRD+-Kindern tendenziell 
geringer, wenngleich das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde (0,40 vs. 0,66; 
p = 0,19). 
Die qualitative Bestimmung der AML-spezifisichen Gen-Rearrangements 
(REAR) AML1/ETO, CBFß/MYH11 sowie MLL-REARs sind zur MRD-Detektion 
nicht geeignet; die quantitative Analyse des AML1/ETO-REARs scheint 
dahingegen vielversprechender zu sein.  


























„Wir dürfen nicht aufhören zu forschen. Und am Ende all unserer Forschungen 
werden wir dort angelangt sein, wo wir aufgebrochen sind. Und dann werden 
wir den Ort zum ersten Mal verstehen.“ 
(T.S. Eliot)  
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ALL  Akute lymphatische Leukämie 
AML  Akute myeloische Leukämie 
FAB M0 Akute myeloische Leukämie mit minimaler Differenzierung 
FAB M1 Akute myeloische Leukämie ohne Ausreifung 
FAB M2 Akute myeloische Leukämie mit Ausreifung 
FAB M3 Akute Promyelozyten-Leukämie (APL) 
FAB M4 Akute myelomonozytäre Leukämie 
FAB M4eo Akute myelomonozytäre Leukämie mit Eosinophilen 
FAB M5 Akute Monozyten-Leukämie 
FAB M6 Akute Erythroblasten-Leukämie 
FAB M7 Akute Megakaryoblasten-Leukämie 
 
Medikamente und Kombinationen 
ADR  Doxorubicin (Adriamycin) 
AIE  Ara-C/Idarubicin/Etopophos 
Ara-C  Cytosin-Arabinosid 
ATRA  all-trans-Retinsäure 
BU  Busulfan 
CP  Cyclophosphamid 
DNR  Daunorubicin 
HAM  HD-Ara-C (3g)/Mitoxantron 
haM  HD-Ara-C (1g)/Mitoxantron 
HD-Ara-C Hochdosiertes Cytosin-Arabinosid 
IDR  Idarubicin 
Konsol. I Konsolidierung Phase I 
Konsol. II Konsolidierung Phase II 
L-DNR Liposomales DNR 
Mitox  Mitoxantron 
MTX  Methotrexat 
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Pred  Prednison 
TG  Thioguanin 
VCR  Vincristin 
VP-16  Etoposid 
 
Patienten-Status und Prognoseparameter 
CR  komplette Remission 
CCR  kontinuierliche komplette Remission 
NR  Nonresponder 
PR  partielle Remission 
ED  Frühtod (early death) 
EFI  ereignisfreies Intervall (event-free interval) 
EFS  ereignisfreies Überleben (event-free survival) 
HR  Hochrisiko 
pEFI  geschätzte Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Intervall 
(probability of event-free interval) 
pEFS  geschätzte Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben 
(probability of event-free survival) 
SR  Standardrisiko 
 
Sonstige 
APC  Allophycocyanin 
Apo  Apoptose 
BFM  Berlin-Frankfurt-Münster 
CD  Cluster of differentiation 
FAB  French-American-British 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat 
GlyA  Glykophorin A 
KM  Knochenmark 
KMP  Knochenmarkpunktion 
KMT  Knochenmarktransplantation 
Lac  Lactoferrin 
2 
LAIP  leukämie-assoziierter Immunohänotyp 
MPO  Myeloperoxidase 
MRD  minimale Resterkrankung (minimal residual disease) 
NEC  Nicht-erythrozytäre Zellen 
PB  peripheres Blut 
PC5  Phycoerythrin-cyanin-5 
PE  Phycoerythrin 
PerCP Peridin-Chlorophyll-a Proteinkomplex 
POX  Myeloperoxidase 
REAR  Gen-Rearrangement 
SZT  Stammzelltransplantation 
TdT  terminale Deoxynucleotidyl-Transferase 
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1 Einleitung 
1.1 Grundlagen der AML 
1.1.1 Allgemeines 
Akute Leukämien gehören zu den häufigsten malignen Erkrankungen im 
Kindesalter; sie machen mit 34,5 % den größten Anteil der Krebserkrankungen 
bei Kindern unter 15 Jahren aus. Das zahlenmäßige Verhältnis zwischen der 
Diagnose einer akuten myeloischen Leukämie (AML) und einer akuten 
lymphoblastischen Leukämie (ALL) beträgt 1:5. Im Jahr 1999 erkrankten in 
Deutschland 1 750 Kinder unter 15 Jahren an bösartigen Neubildungen. Seit 
Beginn der bundesweiten systematischen Erfassung aller Krebserkrankungen 
im Kindesalter im Deutschen Kinderkrebsregister im Jahre 1980 konnte keine 
Veränderung der Erkrankungsinzidenz festgestellt werden. Die AML wurde bei 
einem Anteil von 5 % bezogen auf alle malignen Erkrankungen im Kindesalter, 
bzw. mit einer Inzidenz von 0,7 (bezogen auf 100 000 Kinder unter 15 Jahren, 
altersstandardisiert auf die deutsche Bevölkerung 1999) diagnostiziert(57).  
 
1.1.2 Ätiologie 
Als Ursachen bzw. auslösende Faktoren einer akuten myeloischen Leukämie 
beim Menschen werden genetische, exogene Faktoren sowie die Exposition der 
Eltern mit schädigenden Noxen diskutiert(120)(12). 
 
Kinder mit Erkrankungen, die mit chromosomalen Veränderungen einhergehen, 
wie Morbus Down (M. Down)(164)(112)(42), Klinefelter- oder Bloom-Syndrom, 
Neurofibromatose(85) oder Fanconi-Anämie(75) haben - vermutlich auf Grund von 
chromosomalen Instabilitäten - ein erhöhtes Risiko, an einer akuten Leukämie 
zu erkranken(120)(136). Das Risiko, ebenfalls an einer Leukämie zu erkranken, ist 
bei Zwillingsgeschwistern von Kindern mit AML oder ALL 25-fach erhöht(86). Als 
eine Ursache für das Auftreten zytogenetisch identischer maligner Zellklone mit 
identischer klonaler Entwicklung bei monozygoten Zwillingen wird der 
intrauterine Transfer von einem Zwilling zum anderen angenommen(109). 
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 Eindeutig als Risikofaktoren identifiziert worden sind Zytostatika wie Alkylantien 
und Topoisomerase-Hemmstoffe(132)(100)(121). Der Kontakt mit Pestiziden (direkt 
oder präkonzeptionell durch die Eltern) ist ebenso mit einem erhöhten Risiko 
assoziiert(59)(81)(51)(52). Alkoholkonsum der Mutter während der Schwangerschaft 
scheint zu einer erhöhten Rate von AML bei Kindern zu führen, wobei 
Leukämien der monozytären Reihe vorherrschen(128). Keinen Einfluss auf die 
Entwicklung einer Leukämie bei Kindern scheint Zigarettenrauch zu haben – 
weder Rauchen der Eltern während der Schwangerschaft, noch 
Rauchexposition nach der Geburt(128)(17).  
 
In Deutschland konnte kein nachweisbar erhöhtes Risiko bei Kindern 
festgestellt werden, die in der Nähe von Atomkraftwerken wohnen(58). Ebenso 
konnte kein Zusammenhang zwischen der in-utero-Exposition von radioaktiver 
Strahlung nach dem Reaktorunfall in Tschernobyl im Jahr 1986 und erhöhten 
Leukämieraten bei Kindern in Deutschland(83) und in anderen europäischen 
Ländern(98) festgestellt werden. Es besteht allerdings für die Kinder, die 
innerhalb von 10 Jahren nach dem Tschernobyl-Unfall in den radioaktiv stark 
kontaminierten Gebieten der Ukraine geboren wurden bzw. aufwuchsen, ein 
erhöhtes Risiko, an einer Leukämie – insbesondere einer ALL - zu 
erkranken(94). Ferner gibt es Hinweise für eine positive Korrelation zwischen 
elektromagnetischer Strahlung und dem Auftreten von Leukämien bei 
Kindern(84)(124).  
 
Der Zusammenhang zwischen beruflicher Exposition der Eltern mit 
gesundheitsschädlichen Chemikalien oder Industrieabgasen(125) bzw. mit 
radioaktiver Strahlung(82) und dem erhöhten Auftreten von Leukämien bei deren 
Kindern wird kontrovers diskutiert(59). 
 
Möglicherweise spielen Viren wie das Epstein-Barr-Virus eine Rolle in der 
Entwicklung einer Leukämie bei Kleinkindern(122), ebenso scheinen Infektions- 
und Impfexposition bei der Entwicklung einer Leukämie eine Rolle zu spielen(35). 
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 1.1.3 Pathogenese 
Die akute myeloische Leukämie basiert auf einer malignen Entartung 
hämatopoetischer Progenitorzellen der myeloischen Zellreihe im Knochenmark 
(KM). Der leukämische Klon bei der AML entwickelt sich dabei vermutlich aus 
einer seltenen leukämischen Stammzelle mit extensiver Proliferations- und 
Selbsterneuerungs-Kapazität(2). 
 
Die leukämischen Blasten verschiedener Patienten zeigen eine große 
Herterogenität(127), wobei zwei Hypothesen über dessen Ursache diskutiert 
werden(34). Das erste Modell geht davon aus, dass während der Hämatopoese 
verschiedene Vorläuferzellen anfällig für Transformationen sind. In 
Abhängigkeit des Differenzierungsstadiums der transformierten Zelle resultieren 
leukämische Stammzellen unterschiedlicher Charakteristika, welche in der Lage 
zu sein scheinen, sich weiter zu differenzieren(46). Im zweiten Modell wird 
angenommen, dass die für Transformation und Progression verantwortlichen 
kritischen Mutationen und/oder Translokationen ihren leukämischen Effekt 
ausschließlich auf humane Stammzellen ausüben(15). 
 
Auf molekulargenetischer Ebene konnten im Wesentlichen zwei Mechanismen 
der Entstehung einer Leukämie identifiziert werden(66). In vielen Fällen besteht 
ein Defekt auf der Stufe der Transkriptions-Aktivierung durch Veränderungen 
der Chromatin-Struktur. Die leukämische Zelle unterscheidet sich in diesem Fall 
von einer normalen hämatopoetischen Zelle dadurch, dass die Aktivität der 
Gene, die in die Differenzierung der Zelle involviert sind, durch 
Transkriptions-Repressoren unterdrückt wird. Als solche identifiziert wurden die 
leukämie-spezifischen Fusionsgene PML/RARα, AML1/ETO und 
MLL-Gen-Rearrangements(108). In anderen Fällen bestehen Defekte in der 
Signaltransduktion hämatopoetischer Wachstumsfaktoren, was entweder zu 
Wachstumsfaktor-Unabhängigkeit oder zu abnormal hohem Ansprechen auf 
physiologische Konzentrationen des Wachstumsfaktors führt. So ist bei bis zu 
einem Drittel der Patienten mit AML eine Mutation des Proto-Onkogens Ras 
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gefunden worden, welche verantwortlich ist für das extrem hohe Ansprechen 
auf den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor 
(GM-CSF)(159). Es konnte gezeigt werden, dass das Onkogen HOX11 einen 
prä-leukämischen Phänotyp induzieren kann, bei dem die myeloische 
Differenzierung teilweise blockiert ist(37). 
 
Klinische Symptome werden bei einer absoluten Zahl von 1011 bis 1012 
malignen leukämischen Zellen im KM sichtbar, bei 1013 leukämischen Blasten 
tritt der Tod ein(90). 
 
1.1.4 Klinische Symptomatik 
Die klinischen Manifestationen einer akuten Leukämie lassen sich auf die 
Ausbreitung der malignen Blasten im KM bzw. die Infiltration normalen 
Gewebes durch die Blasten zurückführen. Außerdem verursachen die malignen 
Blasten, bzw. deren Zerfallsprodukte, eine Störung der Homöostase des 
Gerinnungssystems, wodurch es vor allem bei der Promyelozyten-Leukämie zu 
Blutungen kommt. Die Verdrängung der hämatopoetischen Vorläuferzellen des 
KMs durch die sich schneller vermehrenden Blasten resultiert in Anämie, 
Thrombozytopenie und Leukozytopenie. Im Vordergrund stehen Blässe, 
Müdigkeit, Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit, gesteigerte Blutungsneigung, 
Fieber und erhöhte Infektanfälligkeit. Die Ausschwemmung der malignen 
Blasten in den Blutkreislauf kann zur Infiltration aller Organe führen. Damit 
einhergehen können Vergrößerung von Leber und Milz, 
Lymphknotenschwellung, Befall des zentralen Nervensystems und/oder der 
Haut sowie diffusen Gelenk- und Knochenschmerzen, welche maßgeblich 
durch die gesteigerte Zellbildung im KM hervorgerufen werden.  
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1.1.5 Morphologie/ FAB-Klassifikation 
Die Diagnose einer Leukämie erfolgt morphologisch in der KM-Zytologie. Die 
Blasten werden nach Zellform, Zellgröße, Chromatinstruktur, Anzahl der 
Nukleoli und ihren Differenzierungsmerkmalen beurteilt. Durch zytochemische 
Spezialfärbungen, die dem Nachweis von Glykogen durch die 
Perjodsäure-Schiff-Reaktion (PAS) sowie der Enzyme Peroxidase (POX), saure 
Phosphatase oder Esterase dienen, können weitere Differenzierungen erreicht 
werden. 
 
Die Einteilung der akuten Leukämien beruht auf der Klassifikation der 
French-American-British Cooperative Group (FAB) aus dem Jahr 1976(8) bzw. 
deren Überarbeitungen aus dem Jahr 1985(11)(10). Auf Grund der Entwicklungen 
auf den Gebieten der Immunologie, Zytogenetik und Molekularbiologie, 
mussten die FAB-Klassifizierungen modifiziert und überarbeitet werden(9)(23)(140). 
Definitionsgemäß liegt eine AML vor, wenn im KM der Anteil der myeloischen 
Blasten bezogen auf alle kernhaltigen Zellen ≥ 30 % beträgt. Es werden elf 
Subtypen unterschieden (s. Tabelle 1): 
 
FAB-Subtyp Beschreibung 
M0 Akute myeloische Leukämie mit minimaler Differenzierung 
M1 Akute myeloische Leukämie ohne Ausreifung 
M2 Akute myeloische Leukämie mit Ausreifung 
M3 Akute Promyelozyten-Leukämie (APL) 
M3v Akute Promyelozyten-Leukämie (APL), mikrogranulär 
M4 Akute myelomonozytäre Leukämie 
M4eo Akute myelomonozytäre Leukämie mit Eosinophilen 
M5a Akute Monozyten-Leukämie, unreife Form 
M5b Akute Monozyten-Leukämie, reife Form 
M6 Akute Erythroblasten-Leukämie 
M7 Akute Megakaryoblasten-Leukämie 
Tabelle 1: FAB-Klassifizierung der AML 
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Folgende Definitionskriterien der FAB-Klassifizierung, basierend auf 
morphologischen und zytochemischen Untersuchungen, werden für die 
einzelnen Subtypen der AML zu Grunde gelegt (s. Tabelle 2). 
 
FAB Granulozyten   Monozyten  Erythroblasten  POX  
M0 < 10 % < 10 % < 50 % < 3 % 
M1 < 10 % < 10 % < 50 % ≥ 3 % 
M2 > 10 % < 20 % < 50 % ≥ 3 % 
M3 hypergranuliert; 
Auerstäbchen 




< 20 % < 50 % > 3 % 
M4 > 20 % > 20 % < 50 % ≥ 3 % 
M4eo > 20 % (atypische); 
Eosinophile > 3 % 
> 20 % < 50 % ≥ 3 % 
M5a < 20 % > 80 % unreife < 50 % < 3 % 
M5b < 20 % > 80 % reife < 50 % ≥ 3 % 
M6 variabel;  
> 30 % der NEC 
variabel ≥ 50 % ≥ 3 % 
M7 variabel;  
> 30 % 
Megakaryoblasten 
variabel < 50 % < 3 % 
Tabelle 2: Definitionskriterien der AML-Subtypen nach der FAB-Klassifikation (nach(70)) 
 
Wachsende Relevanz für die Unterscheidung der verschiedenen Subtypen der 
akuten Leukämien kommt der Immunphänotypisierung zu. Dabei erfolgt die 
Charakterisierung von Zellen durch Nachweis der membranständigen (m) bzw. 
zytoplasmatischen (zyt) Expression von Antigenen.  
 
Der Nachweis eines Gen-Rearrangements (Gen-REAR) bzw. des daraus 
resultierenden Fusionsproteins durch zyto- bzw. molekulargenetische Analysen 




1.1.6.1 Antigenexpression gesunder Zellen des Knochenmarks 
Im Verlauf der Differenzierung und Ausreifung der hämatopoetischen Zellen des 
Knochenmarks verändert sich deren Expressionsmuster membranständiger und 
zytoplasmatischer Antigene. Einige Antigene bzw. Antigen-Kombinationen sind 
charakteristisch für eine Zell-Linie (myeloisch, lymphatisch, erythroid), andere 
kennzeichnen den Reifegrad der Zellen.  
 
Reife Monozyten, Eosinophile, Neutrophile und Lymphozyten exprimieren 
einheitliche und reproduzierbare Kombinationen von membranständigen 
Antigenen, welche eine klare Unterscheidung zwischen den einzelnen Zell-
Linien mit Hilfe der multiparametrischen Durchflusszytometrie zulassen. Ebenso 
ist es möglich, die einzelnen Ausreifungsstadien der Zell-Linien durch graduelle 
Unterschiede des FSC/SSC respektive Verlust oder Gewinn an 
Oberflächenmarkern zu unterscheiden(144). 
 
Als linien-spezifische Antigene sind für die myeloischen Zellen CD13 
(Aminopeptidase), CD33 (67 kDa Glykoprotein) und CD65w (Ceramid-
dodecasaccharide 40) sowie die zytoplasmatische MPO charakteristisch, die 
durch nahezu alle Reifungsstadien hinweg exprimiert werden. Die 
B-lymphatische Zell-Linie ist durch die Expression von CD19 (Brücke für das 
Oberflächen-Immunglobulin-Signal) und  zytoplasmatischem CD79a (Teil des 
B-Zell-Antigenrezeptors) gekennzeichnet, während die T-lymphatische 
Zell-Linie durch die Expression von  zytoplasmatischem CD3 (assoziiert mit 
dem T-Zell-Rezeptor), CD2 (Ligand für das Leukozytenfunktionsantigen 3), CD7 
(40 kDa Protein) und CD5 (verbunden mit T-Zell-Proliferation) charakterisiert 
wird(114). Erythroide Zellen exprimieren spezifisch und in hoher Dichte 




Das Antigen CD34 (105 - 120 kDa Glykoprotein) wird physiologisch von 
myeloischen und lymphatischen Vorläuferzellen exprimiert, wohingegen CD117 
(c-kit, Stammzellfaktor-Rezeptor) ausschließlich von myeloischen, und TdT 
(terminale Deoxynukleotidyltransferase) hauptsächlich von lymphatischen, aber 
auch von myeloischen Progenitorzellen exprimiert wird. Im Laufe der 
Ausdifferenzierung der jeweiligen Zellen nimmt die Expression dieser „frühen“ 
Antigene ab. HLA-DR (Teil des MHC-II-Komplexes) wird sowohl von 
Vorläuferzellen, als auch während der monozytären Entwicklung, der 
B-lymphatischen Entwicklung und von aktivierten T-Zellen 
exprimiert(114)(144)(26)(123)(14)(139). 
 
Terstappen et al. beschreiben die Existenz einer Klasse von Progenitorzellen, 
die 0,01 % aller nukleären Zellen im menschlichen KM ausmachen. Diese 
Zellen exprimieren CD34 bei Abwesenheit von CD38 und sind gekennzeichnet 
durch eine hohe proliferative Kapazität. Die weitere Differenzierung der 
Progenitorzellen ist gekennzeichnet durch die Koexpression der 
linienspezifischen Antigene CD71 für die rote, CD33 für die myeloische 
respektive CD10 für die B-lymphatische Reihe und geht mit einem 
gleichzeitigen Anstieg der CD38-Expression einher(141). Chabannon et al. 
konnten 1992 nachweisen, dass Expression von CD7 nicht ausschließlich auf 
T-lymphozytäre Zellen beschränkt ist, sondern dass eine Subpopulation früher 
myeloischer Progenitorzellen CD34 und CD7 exprimiert(24). 
 
1.1.6.1.2 Entwicklung der myeloischen Zell-Linie 
Die Veränderungen des Antigenmusters während der Entwicklung von 
Monozyten ist Abbildung 1 dargestellt. Die Abnahme der CD34-Expression 
zugunsten der Expression von CD13, CD33 und MPO während der Ausreifung 
ist ebenso charakteristisch wie die durchgehende Expression von HLA-DR. Mit 
Beginn des Stadiums der myelomonozytären Stammzellen wird CD15 
(X-Hapten) exprimiert, allerdings mit abnehmender Expressionsdichte im 
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weitern Verlauf der Entwicklung bei gleichzeitiger Zunahme der 
CD4-Expression (Rezeptor für MHC-II-Moleküle und HIV). CD14 







Antigenexpression während der Entwicklung 










Abbildung 1: Antigenexpression während der Entwicklung von Monozyten im KM 
(modifiziert nach (114)) 
 
Im Verlauf der Ausreifung von myeloischen Stammzellen zu Neutrophilen ist 
eine Abnahme der CD34- und HLA-DR-Expression bei zunehmender 
Expressionsdichte von CD13, CD65w, MPO, CD15 und CD11b zu beobachten. 
Die Antigene CD14 und CD4 werden von myelomonozytären Stammzellen 
exprimiert, wobei die CD4-Expression langsamer mit fortschreitender 
Differenzierung abnimmt. Lactoferrin (Lac) wird ab dem Stadium des 






Antigenexpression während der Entwicklung 













Abbildung 2: Antigenexpression während der Entwicklung von Neutrophilen im KM 
(modifiziert nach (114)) 
 
1.1.6.1.3 Entwicklung der B-lymphozytären Zell-Linie 
Während der Entwicklung einer lymphatischen Stammzelle zum reifen 
B-Lymphozyten und mit abnehmender Dichte auf Plasmazellen wird 
durchgängig HLA-DR exprimiert. Die Expression von CD34 und TdT lässt sich 
auf lymphatischen Stammzellen und mit abnehmender Expressionsdichte auf 
pro-B-Zellen nachweisen. Das für die B-lymphozytäre Zell-Linie 
charakteristische Antigen CD19, wird ab dem Stadium der pro-B-Zelle bis hin 
zum reifen B-Lymphozyten exprimiert(93)(135). Gleichzeitig wird zytoplasmatisch 
CD79a exprimiert. Das Antigen CD10 (neutrale Endopeptidase) kann auf pro- 
und prä-B-Zellen und mit abnehmender Dichte während der Entwicklung zum 
reifen B-Lymphozyten nachgewiesen werden. CD22 (Brücke für 
Immunglobulinsignale) wird von pro-B-Zellen zytoplasmatisch und ab dem 
Stadium der prä-B-Zelle  bis hin zum reifen B-Lymphozyten in Kombination mit 
dem Antigen CD20 (Substrat für Proteinkinase C) membranständig exprimiert. 
Die zytoplasmatische Expression von Immunglobulinen (Ig) charakterisiert das 
Stadium der prä-B-Zelle, die membranständige Ig-Expression beginnt mit der 
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intermediaten B-Zelle. CD38 (45 kDa Glykoprotein) wird während der 
Entwicklung von B-Zellen ausschließlich von Plasmazellen 
exprimiert(114)(14)(27)(71)(73). 
 
1.1.6.1.4 Entwicklung der T-lymphozytären Zell-Linie 
Die T-Zell-Linie ist durch die Expression von CD3 - während der frühen 
Entwicklungsstadien zytoplasmatisch, später membranständig - charakterisiert. 
Ab dem Stadium des Prothymozyten werden CD2, CD7 und CD5 exprimiert. 
Thymozyten exprimieren außerdem CD4 und CD8 (Rezeptor für 
MHC-I-Moleküle), wobei während der weiteren Entwicklung CD4 von 
T-Helferzellen und CD8 von T-Suppressorzellen exprimiert wird. Die Expression 
des Stammzellantigens TdT lässt sich nur auf Zellen in frühen 
Entwicklungsstadien, die Expression von HLA-DR nur auf aktivierten 
T-Helferzellen bzw. T-Suppressorzellen nachweisen(114)(22)(55)(104)(154). 
 
1.1.6.1.5 Entwicklung der erythroiden Zell-Linie 
Die normale erythroide Zell-Linie kann auf Grund ihres spezifischen FSC/SSC 
immunologisch leicht von der normalen myelomonozytären respektive 
lymphozytären Zell-Linie sowie von der exklusiven Expression von GlyA 
während der gesamten Differenzierung bis hin zum reifen Erythrozyten 
unterschieden werden, wobei ein Anstieg in der O-Glykosilierung beobachtet 
wird(28)(72)(113)(163). Robinson et al. fanden heraus, dass HLA-DR in Kombination 




1.1.6.2 Immunologische Klassifizierung akuter Leukämien 
Die Immunphänotypisierung erlaubt in nahezu allen Fällen die Unterscheidung 
zwischen einer AML und einer ALL auch dann, wenn morphologische und 
zytochemische Methoden keine eindeutige Zuordnung zulassen (s. Abbildung 
3)(44)(30). Die „European Group for the Immunological Characterization of 
Leukemias“ (EGIL) hat Kriterien zur immunologischen Klassifizierung der 
akuten Leukämien festgelegt. Demnach ist eine AML immunologisch durch die 
Expression von zwei oder mehr der folgenden myelomonozytären Marker 
definiert: MPO (nach der FAB-Klassifizierung ≥ 3 %(11)), CD13, CD33, CD65w 
und/oder CD117. Bei der ALL lässt sich immunologisch (wie auch 
morphologisch) eine Zuordnung zur B-Zell-Linie (Expression von zwei oder 
mehr der frühen B-Zell-Marker CD19, CD79a oder CD22) oder T-Zell-Linie 














Abbildung 3: Membranständige und zytoplasmatische Expression monoklonaler 
Antikörper für die Charakterisierung von ALL und AML (nach (44)) 
(zyt = zytoplasmatisch) 
 
Für die biphänotypischen akuten Leukämien (BAL) wurde ein Punktesystem 
von der EGIL etabliert. Danach liegt eine BAL vor, wenn die Summe der 
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Punktzahl der myeloischen Antigene mehr als zwei und die der lymphatischen 

































Tabelle 3: Punktesystem der EGIL für die Definition von BAL (nach (7)) 
(zyt = zytoplasmatisch, m = membranständig) 
 
Obwohl die Charakterisierung des Musters der membranständigen 
Antigenexpression in den meisten Fällen für eine Zuordnung zur myeloischen 
oder lymphatischen Zell-Linie ausreicht, ist seit vielen Jahren anerkannt, dass 
die zuverlässigsten Marker bereits in einem sehr frühen 
Differenzierungsstadium im Zytoplasma exprimiert werden(23)(152)(7). Gezeigt 
werden konnte die Expression von zytCD3 für die ALL der 
T-Zell-Linie(22)(104)(154), von zytCD22 für die ALL der B-Zell-Linie(36)(55)(104) sowie 
von zytMPO für die AML(23)(150)(151). 
 
Knapp et al. demonstrierten, dass durch die kombinierte zytoplasmatische 
Analyse von MPO und Lac eine eindeutige Unterscheidung zwischen normalen 
und malignen Myeloblasten und Promyelozyten (MPO+/Lac-) und reifen 
Granulozyten (MPO+/Lac+) möglich ist. Die zytoplasmatische Analyse von MPO 
kann zudem mit zytoplasmatischen Markern der lymphatischen Zell-Linie 
(cytCD3 oder cytCD22) zur raschen Unterscheidung einer AML von einer ALL 
kombiniert werden(62).  
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Zur immunologischen Unterscheidung einer AML von einer ALL kann der 
Nachweis der Expression von CD117 - insbesondere bei Koexpression von 
CD34 - dienen. Die Expression von CD117 (respektive Koexpression von  
CD34/CD117) beträgt bei der AML 82 % (52 %) und bei der ALL 6 % (2 %), 
während die Expression von CD34 sowohl bei der AML (59 %) wie auch bei der 
ALL (74 %) häufig vorkommt (149). Borowitz et al. beschreiben, dass 
leukämische Blasten durch ihre intermediäre CD45-Expression in Kombination 
mit geringem SSC-Signal zuverlässig von anderen Zellen des KM 
unterschieden werden können(16). 
 
Die starke Heterogenität der AML zeigt sich insbesondere bei der 
immunologischen Charakterisierung der Antigen-Expression. Deswegen ist die 
Immunphänotypisierung der AML schwieriger als die der relativ homogenen 
ALL. Die Zuordnung zur myeloischen oder lymphatischen Zell-Linie ist durch die 
Untersuchung einiger weniger Marker (s. 1.1.6.2) in der überwiegenden Zahl 
der Fälle mit Hilfe der Methoden der Ein- oder Zwei-Farb-Durchflusszytometrie 
oder Immunofluoreszenz eindeutig möglich. Die genauere Untersuchung der 
Blasten von Patienten mit AML ist allerdings nur durch die multidimensionale 
Durchflusszytometrie, die die gleichzeitige Analyse von bis zu sechs 
Parametern erlaubt, möglich. Dabei ist festzustellen, dass die Blasten von 
nahezu jedem Patienten ein eigenes Antigenmuster aufweisen, wodurch sie 
von normalen KM-Zellen unterschieden werden können(145).  
 
Obwohl einige Konsensuspanels zur Diagnostik akuter Leukämien publiziert 
wurden(7)(114)(138)(6), existieren keine Standards für die durchflusszytometrische 
Analyse, insbesondere für die Detektion residualer Blasten. Die technische 
Weiterentwicklung wie die Etablierung von 3-Farb- oder 
4-Farb-Durchflusszytometern hat jedoch eine generelle Verbreitung verhindert. 
Eine Standardisierung wird des Weiteren erschwert durch unterschiedliche 
Messparameter, die Verwendung verschiedener Antikörper-Klone und/oder 




Für die AML wurde im Jahr 1988 die so genannte MIC-(morphologic, 
immunologic and cytogenetic)-Klassifizierung vorgeschlagen(127). Insgesamt 20 
aberrante Karyotypen mit und ohne morphologische Assoziation wurden 
beschrieben, die bei etwa 30-50 % der Patienten mit AML mit unterschiedlicher 
Häufigkeit festgestellt werden(13)(47). Die Sensitivität der PCR für die Detektion 
von aberranten Karyotypen ist mit 10-5 bis 10-6 sehr hoch(21).  
 
Die Translokation t(8;21)(q24;q21) und das daraus resultierende Fusionsgen 
AML1/ETO ist mit einem Anteil von bis zu 15 % die häufigste chromosomale 
Veränderung bei De-novo-AML. Sie tritt vorwiegend bei jungen Patienten mit 
AML auf und ist typischerweise mit einer AML-M2 assoziiert. Die Translokation 
t(15;17)(q24;q21), die für das Fusionsgen PML/RARα kodiert, zeichnet sich 
durch eine sehr hohe Spezifität für eine AML-M3 aus. Translokationen, bei 
denen das Chromosom 11(q23) involviert ist und die zu einem aberranten 
MLL-Fusionsprotein führen, gehören zu den häufigsten zytogenetischen 
Abnormalitäten bei hämatologischen Erkrankungen. Sie werden bei 7-10 % der 
Patienten mit ALL, 5-6 % der Patienten mit AML und bei mehr als 85 % der 
Patienten mit sekundärer AML, die mit Topoisomerase-II-Inhibitoren behandelt 
wurden, gefunden(127)(13). Veränderungen des Chromosoms 16 
[inv(16)(p13;q22) oder del(16)(q22)] betreffen vorwiegend Patienten mit 
AML-M4eo(13)(127)(87). Die seltene Translokation t(1;22)(p13;q13) kommt 
ausschließlich bei der AML-M7 vor. Weitere chromosomale Veränderungen 
ohne spezifische Assoziation zu einer FAB-Subklasse sind +8, -7, 7q-, 5q-, -Y 
und +21, die bei 1 - 8 % der AML-Patienten vorkommen(127). In Tabelle 4 sind 
die wichtigsten Translokationen mit den korrospondierenden Fusionsgenen 
sowie deren prädiktive Werte für eine FAB-Subklasse entsprechend den Daten 
der AML-BFM-87-Studie dargestellt (13) (30). 
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Translokation Fusionsgen FAB Prädiktiver Wert 
(AML-BFM 87) 
(15;17)(q24;q21) PML/RARα M3 1,00 
t(11;17)(q23;q21) PLZF/ RARα M3 k.A. 
t(9;11)(q21;q23) MLL/AF9 M5 0,80 
t(11;19)(q23;p13) MLL/ENL 
t(11;17)(q23;q21) MLL/AF17 M4/M5 0,64 
t(8;21)(q22;q22) AML1/ETO M2 
Auer 
0,73 
t(16;21)(p11;q22) FUS  k.A. 
t(6;9)(p23;q34) DEK/CAN  k.A. 
inv(16)(p13;q22) MYH11/CBFβ M4eo 0,83 
t(1;22)(p13;q13)  nur M7 1,00 
Tabelle 4: Assoziationen zwischen Karyotyp und FAB-Klasse bei der AML (modifiziert 
nach (13)(30))  
(k.A. = keine Angabe) 
 
Raimondi et al. fanden chromosomale Veränderungen bei 62 % der 121 
untersuchten Kindern mit De-novo-AML. Die Inversion des Chromosoms 16 war 
in dieser Untersuchung nicht auf die morphologische AML-M4 beschränkt, alle 
anderen oben beschriebenen Assoziationen wurden bestätigt(103). 
 
1.1.8 Therapie 
Die Behandlung einer AML erfolgt in der Regel innerhalb von nationalen oder 
internationalen Therapiestudien. Auf Grund der geringen Erkrankungsinzidenz 
ist so gewährleistet, dass alle Patienten eine standardisierte Therapie erhalten 
und Erkenntnisse über den Erfolg einer Therapie erlangt werden können. 
Standard ist die intensive Polychemotherapie, die aus Kombinationen 
verschiedener Zytostatika besteht. Daneben erfolgt die Behandlung bzw. 
Prophylaxe des Befalls des zentralen Nervensystems (ZNS) durch Bestrahlung 
und/oder intrathekale Applikation von Zytostatika.  
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Die Behandlung der AML gliedert sich in die Elemente Induktion, 
Konsolidierung, Intensivierung, ZNS-Behandlung und Dauertherapie. Durch die 
Induktion, dem intensivsten Therapieelement, soll die morphologische 
Remission im Knochenmarks erreicht werden, d.h. es sollen anschließend 
weniger als 5 % Blasten nachweisbar und die normale Hämatopoese 
weitgehend regeneriert sein.  
 
Für das Ansprechen auf die Therapie hat das National Cancer Institute (NCI) in 
den USA Definitionen (CALGB-Kriterien) erarbeitet(25), die modifiziert als 
Auswertungskriterien auch für die deutsche Therapiestudie AML-BFM 98 
gelten. 
 
 Komplette Remission (CR) 
- regenerierendes oder normozelluläres KM mit  ≤5 % Blasten 
- im peripheren Blut ≥1 000/mm³ Neutrophile und ≥80 000/mm³ 
Thrombozyten 
- kein Organbefall nachweisbar 
 Nonresponder (NR) 
- Nichterreichen der Kriterien für eine CR bis Ende des 
Intensivierungsblocks 
 Frühtod (ED) 
- Tod vor möglicher Beurteilung des Ansprechens, innerhalb von 
6 Wochen nach Therapiebeginn 
 Rezidiv 
- Reinfiltration des KM mit > 5 % eindeutigen Blasten oder eindeutige 
leukämische Infiltration an anderer Stelle 
 
Seit 1978 werden in Deutschland kooperative multizentrische Therapiestudien 
für die AML im Kindesalter durchgeführt. Die Konzepte der aktuellen 
Therapiestudien AML-BFM 98 und AML-REZ-BFM 97 der Gesellschaft für 
pädiatrische Onkologie und Hämatologie (GPOH) beruhen auf den Erfahrungen 
und Ergebnissen der vorangegangen Studien AML-BFM 78, -83, -87 und -93, 
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bzw. der Studien AML-REZ-BFM 91 und -93 und den Ergebnissen von Studien 
der Children’s Cancer Group (CCG), der Nordic (NOPHO)-Studie bei 
Kindern(160) und kooperativen Studien bei Erwachsenen mit AML(50)(18). 
 
1.1.9 Prognose 
Die Prognose für Kindern mit akuter myeloischer Leukämie konnte innerhalb 
der letzten 25 Jahre durch den Einsatz von intensiver Chemotherapie und durch 
supportive Therapie deutlich verbessert werden. Während der vier seit 1978 in 
Deutschland durchgeführten AML-BFM-Therapiestudien (1978-83, 1983-87, 
1987-93 und 1993-98) konnten das ereignisfreie Überleben (event free survival 
- EFS) nach fünf Jahren von 38 % auf 49 %, das ereignisfreie Intervall (event 
free intervall - EFI) nach fünf Jahren von 48 % auf 58 % und die 
Überlebensraten nach fünf Jahren von 42 % auf 57 % gesteigert werden(31)(110). 
Ähnliche Ergebnisse konnten in anderen nationalen und internationalen Studien 
gezeigt werden(68)(3)(106)(161).  
 
Innerhalb der inhomogenen Gruppe der AML gibt es jedoch bezüglich der 
Prognose Unterschiede. So ist international anerkannt, dass die akute 
Promyelozytenleukämie (APL; AML FAB M3), insbesondere nach Einführung 
der differenzierenden Therapie mit all-trans-Retinsäure (ATRA) mit einer guten 
Prognose assoziiert ist. Weiterhin wurden für Patienten mit den zytogenetisch 
nachweisbaren Gentranslokationen t(8;21), t(15;17) oder inv(16) ein besseres 
Therapieansprechen und höhere Überlebenswahrscheinlichkeiten 
nachgewiesen(80)(32)(48)(33)(137). Im Gegensatz hierzu haben Patienten mit einer 
Deletion des Chromosoms 5, einer Monosomie 7 oder komplexen Aberrationen 
eine ungünstigere Prognose(80)(32)(48). Der FAB-Subtyp M7 und 
Hyperleukozytose (> 100 000 Leukozyten/µl) konnten in multivariate Analysen 
der Studie AML-BFM 83 und von Erwachsenen mit AML als Risikofaktoren, 
FAB-Subtypen M1/M2 mit Auerstäbchen und M4eo als günstige prognostische 
Faktoren für das ereignisfreie Überleben festgestellt werden(32)(49). Die Dauer 
des EFS und des EFI bei Patienten mit AML korreliert invers mit der Zeitspanne 
von der Diagnosestellung bis zum Erreichen der CR (41). 
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Auswertungen der Therapieverläufe von 489 Kindern, die in den Studien 
AML-BFM 83 und -87 behandelt wurden, identifizierten mehr als 5 % Blasten im 
KM an Tag 15 der Therapie (Ausnahme Patienten mit Promyelozytenleukämie) 
und Hyperleukozytose bei Diagnose (≥100 000 Leukozyten/µl) als unabhängige 
Risikofaktoren für das Erreichen einer CR, die Wahrscheinlichkeit des 
ereignisfreien Überlebens (probability of event free survival - pEFS) und des 
ereignisfreien Intervalls (probability of event free intervall - pEFI). Das Alter bei 
Diagnose war wegen der hohen Assoziation von niedrigem Alter und 
FAB-Suptypen M5 und M7 kein unabhängiger prognostischer Faktor(32)(158).  
 
Ob und in welchem Ausmaß die Expression einzelner Antigene bzw. von 




1.2 Minimale Resterkrankung (Minimal residual disease, MRD) 
Bei Diagnosestellung einer akuten myeloischen Leukämie sind maligne Blasten 
in der Größenordnung von 1012 im Knochenmark vorhanden(90)(21). Die 
international anerkannten Kriterien für eine komplette Remission basieren auf 
mikroskopischen nicht mehr nachweisbaren malignen Blasten im Knochenmark, 
wobei sich die Sensitivitätsgrenze der morphologischen KM-Untersuchungen 
auf 5 % beläuft. Das bedeutet, dass bei scheinbar in Remission befindlichen 
Patienten noch bis zu 1010 maligne Blasten im Knochenmark vorhanden sein 
können, was als minimale Resterkrankung (minimal residual disease - MRD) 
bezeichnet wird(21)(115)(19)(153)(90). Zum Nachweis von MRD sind also sensitivere 
Methoden als die der morphologischen KM-Untersuchungen notwendig.  
 
Mit Hilfe der multidimensionalen Durchflusszytometrie oder 
molekulargenetischer Methoden ist es möglich, residuale Blasten im KM zu 
detektieren, wenn sie sich in ihrer Antigen-Expression oder durch eine 
chromosomale Veränderung von normalen KM-Zellen unterscheiden(21)(130)(153). 
In Abbildung 4 sind der Verlauf einer Leukämie anhand der Anzahl von 
leukämischen Zellen im KM und die Sensitivitätsgrenzen der drei Methoden 
Morphologie, Durchflusszytometrie und Molekulargenetik schematisch 
dargestellt. Bisher sind allerdings nur wenige Studien bekannt, die den 
immunologischen oder genetischen Nachweis von MRD mit dem klinischen 
Verlauf korrelieren.  
 
Noch ist wenig über das Verhalten von residualen malignen Blasten und die 
klinische Bedeutung des MRD-Nachweises bekannt. Es scheint sich allerdings 
abzuzeichnen, dass das Vorhandensein residualer leukämischer Zellen im 
Verlauf der Therapie einer AML mit einer höheren Rezidivwahrscheinlichkeit 





















Abbildung 4: Schematische Darstellung der Anzahl der leukämischen Zellen im KM und 
der Sensitivitätsgrenzen verschiedener Methoden 
 
Die prognostische Bedeutung des MRD-Nachweises für Kinder mit akuter 
lymphoblastischer Leukämie konnte bereits erfolgreich gezeigt werden(155) und 
wird in der aktuellen ALL-BFM 2000-Studie zur Therapiestratifizierung genutzt. 
 
Für die MRD-Diagnostik bei Patienten mit AML stehen im Wesentlichen zwei 
Methoden zur Verfügung. Zum einen können leukämie-spezifische 
Gen-Rearrangements molekulargenetisch durch die PCR-Technik 
nachgewiesen werden, zum anderen besteht die Möglichkeit, leukämische 
Blasten immunologisch durch die multidimensionale Durchflusszytometrie zu 
detektieren. Die Sensitivität der PCR-Diagnostik ist mit 10-5 bis 10-6 sehr hoch, 
allerdings können nur bei 30 - 40  % der Patienten mit AML Gen-REARs 
nachgewiesen werden(13)(47)(45). Vielversprechender ist die Methode der 
multidimensionalen Durchflusszytometrie: sie ist präzise, spezifisch und kann 
bei der Mehrheit der Patienten angewendet werden(130). So können bei etwa 
90 % der Patienten ein oder mehrere LAIPs definiert werden. Nicht geklärt ist 
allerdings bisher die Sensitivität der Methode auf Grund der Heterogenität der 
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Erkrankung und der unterschiedlichen verwendeten Untersuchungspanels mit 
verschiedenen monoklonalen Antikörpern(153)(19). 
 
Bisher werden alle Patienten mit AML, die sich in morphologisch kompletter 
Remission befinden, auf gleiche Art und Weise behandelt. Stratifikationen 
hinsichtlich der Intensität der Therapie basieren ausschließlich auf den unter 
1.1.9 beschriebenen prognostischen Faktoren, die sich auf bestimmte 
FAB-Subtypen und/oder Gentranslokationen bzw. das Ansprechen auf die 





1. Etablierung und Standardisierung eines 4-Farb-Konsensuspanels zur 
immunologischen Bestimmung der minimalen Resterkrankung bei 
Kindern mit akuter myeloischer Leukämie. 
 
2. Bestimmung der Spezifität und Sensitivität des 4-Farb-Konsensuspanels. 
 
3. Beurteilung der prognostischen Bedeutung der MRD-Untersuchungen für 
die akute myeloische Leukämie im Kindesalter durch 
a. Bestimmung von leukämie-assoziierten Immunphänotypen 
(LAIP) mit Hilfe der immunologischen Methode der 4-
Farb-Durchflusszytometrie 
b. Untersuchung von Gen-Rearrangements (AML1/ETO, 
CBFß/MYH11 und MLL-Rearrangements) mittels der 
qualitativen molekulargenetischen Methode der PCR. 
 
4. Beurteilung der quantitativen Methode der RT-PCR für die Erfassung der 






3 Patienten, Material und Methoden 
3.1 Patienten 
Die Patientenkollektive für die beiden Methoden Durchflusszytometrie und 
Molekulargenetik sind unterschiedlich, da die durchflusszytometrischen 
Untersuchungen im Rahmen der MRD-Untersuchungen der 
AML-BFM-98-Studie erst seit dem 1.10.1999 durchgeführt werden. Die 
qualitativen molekulargenetischen MRD-Untersuchungen erfolgen bereits seit 
Beginn der AML-BFM-98-Studie (1.7.1998), die quantitative 
molekulargenetische Analyse des AML1/ETO-Rearrangements findet seit dem 
1.6.2000 statt. 
 
3.1.1 Patientenauswahl für die durchflusszytometrischen 
Untersuchungen 
Kriterien für die Aufnahme in die Untersuchungen zur prognostischen 
Bedeutung der minimalen Resterkrankung bei der akuten myeloischen 
Leukämie im Kindesalter mittels Durchflusszytometrie waren: 
 
1. Protokollpatient der Therapiestudie AML-BFM 98  
 Einschlusskriterien 
- Diagnosezeitraum 1.7.1998 - 30.6.2003 
- Alter: 0 - 18 Jahre 
- Diagnose einer primären AML (durch das zentrale Referenzlabor 
bestätigt) 





- Begleiterkrankung lässt keine Therapie zu 
- Vorbehandlung > 14 Tage oder andere Intensivinduktion 
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- Ablehnung der gesamten oder wesentlicher Teile der 
Protokolltherapie durch den Patienten oder Sorgeberechtigten 
2. Diagnosestellung zwischen dem 1.10.1999 und dem 31.3.2001 
3. mindestens 2 durchflusszytometrische Untersuchungen in Münster, 
davon mindestens 1 zum KMP-Zeitpunkt 2 oder 3 
 
Aufgenommen wurden 56 Patienten mit folgenden Charakteristika bei 
Diagnosestellung (s. Tabelle 5): 
 





0,1 - 18,5 




















16 - 98 



























Auerstäbchen [n (%)] 19* (38,0) 
POX positiv [n (%)] 23* (46,0) 
Esterase positiv [n (%)] 22** (50,0) 
Tabelle 5: Patientencharakteristika für die durchflusszytometrischen Untersuchungen bei 
Diagnosestellung  
(Anzahl der untersuchten Kinder: * = 50, ** = 44) 
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3.1.2 Patientenauswahl für die qualitativen molekulargenetischen 
Untersuchungen 
Einschlusskriterien für die Aufnahme in die molekulargenetischen 
Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung von MRD bei AML im 
Kindesalter waren: 
 
1. Protokollpatient der Therapiestudie AML-BFM 98 (Bedingungen s. 3.1.1) 
2. Diagnosestellung zwischen dem 1.7.1998 und dem 31.3.2001 
3. mindestens 2 molekulargenetische Untersuchungen, davon mindestens 
1 zum KMP-Zeitpunkt 2 oder 3 
 
Diese Kriterien wurden von 33 Patienten mit folgender Charakteristik bei 
Diagnosestellung erfüllt (s. Tabelle 6). 
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Auerstäbchen [n (%)] 8* (36,4) 
POX positiv [n (%)] 7** (26,9) 
Esterase positiv [n (%)] 16*** (64,0) 
Tabelle 6: Patientencharakteristika für die qualitativen molekulargenetischen 
Untersuchungen bei Diagnosestellung  
(Anzahl der untersuchten Kinder: * = 22, ** = 26, *** = 25) 
 
Von den 33 Kindern, die molekulargenetisch untersucht wurden, konnte 
lediglich bei 5 Kindern die MRD mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt 
werden. 
 
3.1.3 Patienten für die quantitative RT-PCR des AML1/ETO-REAR 
Innerhalb des Beobachtungszeitraums vom 1.6.2000 bis 28.2.2002 konnten 
quantitative RT-PCR-Untersuchungen des AML1/ETO-REARs bei 25 Kindern 
der Studie AML-BFM 98 durchgeführt werden. Bei 15 Kindern konnten neben 
der Analyse zum Zeitpunkt der Diagnose mindestens zwei Untersuchungen im 
Verlauf der Therapie durchgeführt werden (Patientencharakteristika s. Tabelle 
7). Der unter 3.1.2 beschreibenen Patientengruppe gehören 7 Kinder an, bei 8 
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Kindern erfolgte die Diagnosestellung nach dem 31.3.2001, so dass sie nicht 
mit in die Auswertung der prognostischen Bedeutung der MRD aufgenommen 
wurden. 
 





6,1 – 17,6 




















7 - 93 
Tabelle 7: Patientencharakteristika der 15 Kinder für die quantitativen 




Für die Diagnostik der minimalen Resterkrankung wurde natives, hepariniertes 
Knochenmark verwendet, das bei Diagnosestellung und zu festgelegten 
Zeitpunkten im Therapieverlauf gewonnen wurde (s. 3.3.3). Die morphologische 
Beurteilung erfolgte anhand von KM-Ausstrichen. Die KM-Proben wurden nach 
schriftlicher Einwilligung der Patienten (bei minderjährigen Patienten der 
Sorgeberechtigten) entnommen und ungekühlt per Eilpost an das zentrale 
Referenzlabor der AML-BFM-98-Studie in Münster (Morphologie und 
Durchflusszytometrie), Göttingen (Durchflusszytometrie), Jena (Morphologie), 
bzw. an das onkogenetische Labor in Gießen (Molekulargenetik) gesandt. 
 
Im Beobachtungszeitraum vom 1.10.2000 bis 30.9.2001 wurden 
376 KM-Proben von 57 Kindern mittels Durchflusszytometrie untersucht. 
9 KM-Proben (Diagnose: n = 6; KMP-Zeitpunkt 2: n = 1; KMP-Zeitpunkt 3: 
n = 1; KMP-Zeitpunkt 4: n = 1) wurden parallel an beide Labore versandt. In 
diesen Fällen wurden die in Münster analysierten KM-Proben zur Auswertung 
verwendet. Molekulargenetisch konnten 247 KM-Proben von 33 Kindern im 
Zeitraum vom 1.7.1998 bis 30.9.2001 untersucht werden. Bei Diagnosestellung 
wurde die Untersuchung jedes einzelnen Gen-REARs als eine Probe gezählt, 
daher ist die Anzahl der KM-Proben bei Diagnosestellung höher als die der 
Kinder. Insgesamt konnte bei 27 Kindern bei Diagnose ein Gen-REAR 
nachgewiesen werden. Eine morphologische Beurteilung konnte bei 
567 KM-Proben der insgesamt 85 Kinder erstellt werden.  
 
Die Ergebnisse von 7 durchflusszytometrisch untersuchten KM-Proben von 
3 Kindern, von 3 molekulargenetisch untersuchten Proben von 2 Kindern und 
von 12 morphologisch untersuchten Proben von 4 Kindern wurden nicht mit in 
die Auswertung eingeschlossen, da eine vom Therapieprotokoll AML-BFM 98 
abweichende Behandlung durchgeführt wurde. Tabelle 8 zeigt eine Übersicht 
der untersuchten KM-Proben der jeweiligen Methoden pro KMP-Zeitpunkt. 
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Diagnosestellung 1 4 4 
Diagnose 48 55 80 
KMP-Zeitpunkt 0 2 2 5 
KMP-Zeitpunkt 1 49 16 81 
KMP-Zeitpunkt 2 47 26 76 
KMP-Zeitpunkt 3 50 31 73 
KMP-Zeitpunkt 4 22 10 34 
KMP-Zeitpunkt 5 27 20 42 
KMP-Zeitpunkt 6 10 13 23 
KMP-Zeitpunkt 7 6 5 12 
KMP-Zeitpunkt 8 1 8 7 
Rezidiv 11 3 14 
Tag 15 
Rezidivtherapie 6 0 6 
vor zweitem 
Rezidivblock 3 1 4 
vor drittem 
Rezidivblock 5 1 3 
vor KMT 10 10 13 
nach KMT 21 22 32 
zwischen zwei 
Zeitpunkten 33 17 46 




7 3 12 
Summe 362 247 567 
Tabelle 8: Im Rahmen der Studie zur prognostischen Bedeutung der MRD bei der AML im 
Kindesalter untersuchte KM-Proben (Durchflusszytometrie, qualitative Molekulargenetik 
und Morphologie)  
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3.3 Therapiestudie AML-BFM 98 
Die Therapiestudie AML-BFM 98 ist eine multizentrische Studie für die akute 
myeloische Leukämie bei Kindern. Der Therapie-Plan der AML-BFM-98-Studie 
umfasst fünf Chemotherapie-Blöcke, die innerhalb eines Zeitraums von 
1,5 Jahren verabreicht werden. Er gliedert sich in die Bestandteile 1. und 2. 
Induktion, Konsolidierung, Intensivierung und Dauertherapie (Therapieplan s. 
3.3.3). Zu drei Zeitpunkten der Therapie erfolgt eine Randomisierung: 
 
 supportiver Einsatz von G-CSF nach den beiden Induktionsblöcken 
(Ausnahme: Patienten mit AML FAB M3 erhalten kein G-CSF) 
 6-wöchige Konsolidierung versus AI- und haM-Blocktherapie 
 Schädelbestrahlung zu Beginn der Dauertherapie 12 Gy versus 18 Gy 
(Ausnahme: Patienten mit M. Down erhalten keine Schädelbestrahlung) 
 
3.3.1 Therapieplan 
3.3.1.1 Zytoreduktive Vorphase 
Patienten mit großer initialer Leukämiezell-Masse (primäre Leukozytenzahl über 
50 000/mm³ oder erhebliche Organvergrößerungen) erhalten zur langsamen 
und schonenden Zytoreduktion Thioguanin (TG) (40 mg/m²/Tag p.o.) und 
Cytarabin (Ara-C) (40 mg/m²/Tag s.c. oder i.v.) für maximal 7 Tage. 
 
3.3.1.2 Induktion AIE 
Während der 1. Induktion werden die Wirkstoffe Ara-C, Etoposid (VP-16) und 
Idarubicin (IDR) innerhalb eines Zeitraums von 8 Tagen verabreicht (s. 








Tag1 2 3 4 5 6 7 8
Abbildung 5: Therapieschema Induktion AIE 
 
3.3.1.3 Induktion HAM 
Die 2. Induktion beginnt bei den Patienten mit ≤ 5 % Blasten im KM an Tag 15 
(von Tag 1 der Induktion AIE gerechnet) an Tag 28, bei den Patienten mit > 5 % 
Blasten im KM an Tag 15 an Tag 16. Voraussetzung ist bei beiden 
Patientengruppen Fieberfreiheit und das Fehlen schwerer Nebenwirkungen. 
Keinen HAM-Block erhalten Patienten mit FAB M3 und Down-Syndrom; bei 
diesen Patienten wird unter den gleichen Voraussetzungen mit dem nächsten 
Therapieelement (Konsolidierung oder AI/haM) begonnen. Über einen Zeitraum 
von 4 Tagen werden HD-Ara-C und Mitoxanthron (MITOX) und an Tag 6 Ara-C 
gegeben (s. Abbildung 6). 
 
HD-Ara-C i.v 3g/m² 3h
MITOX i.v.10mg/m²/Tag 30min.
Ara-C i.th.
Tag63 4 51 2  
Abbildung 6: Therapieschema Induktion HAM 
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3.3.1.4 Konsolidierung/ AI- und haM-Block 
Die randomisierte Gabe der Konsolidierung bzw. des AI- und haM-Blocks 
beginnt  bei gutem Allgemeinzustand des Patienten und nach Regeneration der 
Hämatopoese (Neutrophile ≥ 1 000/mm³, Thrombozyten ≥ 80 000/mm³) 
4 Wochen nach Beginn des HAM-Blocks. 
 
Phase I der Konsolidierung besteht aus einer 28-tägigen Therapie mit den 
Wirkstoffen Pred, TG, VCR, IDR und Ara-C. In der Phase II, die sich nach 
maximal 7-10 Tagen Pause anschließt, werden über 14 Tage TG, Ara-C und 
CP gegeben (s. Abbildung 7). 
 
Pred 40mg/m² p.o.
TG 60 mg/m² p.o.
VCR i.v.1,5mg/m² nicht bei FAB M3
IDR i.v. 7mg/m² 1h
Ara-C i.v. 75mg/m²
CP i.v. 500mg/m² 1h
Ara-C i.th.
Tag1 8 15 22 28 29 28 43  
Abbildung 7: Therapieschema Konsolidierung 
 
Der 6-tägige AI-Bock besteht aus Ara-C und IDR (s. Abbildung 8). Nach einer 
Erholungsphase von 4 Wochen und bei gutem Allgemeinzustand des Patienten 
und nach Regeneration der Hämatopoese (Neutrophile ≥ 1 000/mm³, 
Thrombozyten ≥ 80 000/mm³) wird der haM-Block, bestehend aus MITOX und 




IDR i.v. 7mg/m² 1h
Ara-C i.th.
Tag4 5 6 71 2 3  
Abbildung 8: Therapieschema AI 
 
HD-Ara-C i.v. 1g/m² 3h
MITOX i.v. 10mg/m²/Tag 30min.
Ara-C i.th.
Tag5 6 151 2 3 4  
Abbildung 9: Therapieschema haM 
 
3.3.1.5 Intensivierung HD/VP 
Voraussetzungen für den Beginn des Intensivierungsblocks HD/VP 
2 - 4 Wochen nach Ende der Konsolidierung bzw. des haM-Blocks sind ein 
guter Allgemeinzustand des Patienten und Regeneration der Hämatopoese 
(Neutrophile ≥ 1 000/mm³, Thrombozyten ≥ 80 000/mm³). Über 5 Tage werden 
HD-Ara-C und VP-16 und verabreicht (s. Abbildung 10). 
 
HD-Ara-C i.v. 3 g/m² 3h
VP-16 i.v.125mg/m²/Tag 1h
Ara-C i.th.
Tag1 2 3 5 64  
Abbildung 10: Therapieschema Intensivierung HD/VP 
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3.3.1.6 ZNS-bestrahlung/ Dauertherapie 
Die einjährige Dauertherapie, bestehend aus TG und Ara-C, wird bei 
entsprechenden Leuko- und Thrombozytenwerten 4 Wochen nach Beendigung 
der Intensivierung parallel mit der in der Gesamtdosis randomisierten 





Tag               1Jahr56281  
Abbildung 11: Therapieschema Dauertherapie 
 
3.3.1.7 Stammzelltransplantation/ Knochenmarktransplantation 
Bei den Patienten der Hochrisiko(HR)-Gruppe mit HLA-identischem 
Geschwisterspender ist in erster CR eine Knochenmarktransplantation oder 
Stammzelltransplantation (KMT oder SZT) indiziert. Bei den Patienten mit ≤ 5 % 
Blasten im KM an Tag 15 findet sie nach der Konsolidierung bzw. dem 
haM-Block statt, bei den Patienten mit > 5 % Blasten im KM an Tag 15 wird 
zusätzlich HD/VP gegeben. Die SZT erfolgt nach einer Erholungszeit von 
2 - 4 Wochen. Die Konditionierung beginnt am Tag -7 mit Busulfan für 3 Tage 
und ab Tag -3 mit Cyclophosphamid. Eine SZT von einem alternativen Spender 
aus der Familie oder nicht verwandtem Spender wird nur bei PR/NR Patienten 




Für die Kinder der AML-BFM 98-Studie gilt die in Abbildung 12 dargestellte 
Risikoeinteilung: 
 
Abbildung 12: Risikoeinteilung der AML-BFM 98-Studie 
 
Abgesehen von der Indikation zur KMT/SZT erhalten die Kinder der SR- und 
HR-Gruppe die gleiche Therapie. 
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3.3.3 KM-Zeitpunkte 
Zur Diagnosestellung und Remissionskontrolle sind in der Therapiestudie 
AML-BFM 98 KM-Punktionen bei Diagnose, an Tag 15 ab Therapiebeginn und 
vor allen Therapieblöcken obligatorisch. Die festgelegten KM-Punktionen 
wurden nummeriert, wobei sich für Kinder mit FAB M3 oder M. Down eine 
abweichende Zählung auf Grund des nicht zu verabreichenden HAM-Blocks 
ergibt (s. Tabelle 9). 
 
Ausschlaggebend für die Zuordnung einer KMP zu einem KMP-Zeitpunkt ist 
nicht der Tag ab Therapiebeginn, sondern die exakte Zuordnung zu einem 
Therapieblock, falls der klinische Zustand der Kinder eine genaue zeitliche 
Einhaltung des Protokolls nicht zulässt.  
 
KMP-Zeitpunkt Beschreibung 
Sonstige M3 und M. Down  
D D Diagnose 
0 0 Therapiebeginn 
1 1 Tag 15 
2 - vor HAM (frühestens Tag 21) 
3 2 vor Konsolidierung Phase I oder AI  (bzw. vier Wochen nach Beginn HAM) 
4 3 
vor Konsolidierung Phase II oder haM  
(bzw. vier Wochen nach Beginn 
Konsolidierung Phase I oder AI) 
5 4 vor HD/VP 
6 5 nach HD/VP, jedoch vor Dauertherapie 
7 6 1 Jahr nach Therapiebeginn 
8 7 am Ende der Therapie 
R R Rezidiv 
vKMT vKMT vor KMT oder SZT 
nKMT nKMT nach KMT oder SZT 
Tabelle 9: Beschreibung der KMP-Zeitpunkte der AML-BFM-98-Studie 
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Zur Verdeutlichung der KMP-Zeitpunkte im Verlauf der Therapiestudie 





1 15 21-28 42-56 112 360 540 Tag
0 1 2 3 4 5 6 7 8 KM1
0 1 2 3 4 5 6 7 KM2
* nicht für Patienten mit AML FAB M3 oder M. Down
1 KMP-Zeitpunkt
















Die Diagnose einer AML beruht auf der Untersuchung von panoptisch nach 
Pappenheim (kombinierte May-Grünwald-Färbung) gefärbten KM-Ausstrichen 
mit Auszählung von 200 - 500 Zellen und Berechnung des Blastenanteils(30). 
 
Zur genaueren Klassifikation der AML dienen zytochemische Reaktionen. Die 
Perjodsäure-Schiff-Reaktion (PAS) beruht auf der Bestimmung von Glykogen in 
Blutzellen durch die Schiff-Reaktion mit Perjodsäure und einem anschließenden 
Diastasetest. Dabei werden α-Glykole in Kohlenhydraten und 
kohlenhydrathaltigen Verbindungen oxidiert und die entstandenen Polyalkohole 
mit Schiff-Reagenz (Leukofuchsin) nachgewiesen. PAS-positive Zellen sind an 
einer Rotfärbung großer Teile des Zytoplasmas oder dem Vorliegen 
verschieden großer rosa bis burgunderrote Granula oder größerer Klumpen 
oder Schollen, die große Teile des Zytoplasmas bedecken können, zu 
erkennen. Megakaryozyten zeigen eine stark positive PAS-Reaktion. 
 
Das Enzym Myeloperoxidase (MPO) ist bei Zusatz von Peroxid in der Lage, die 
Leukoform von Diaminobenzidin in die hochpolymere farbgebende Form zu 
überführen. Ist diese Reaktion in > 3 % der Blasten positiv, so ist eine 
myeloische Leukämie mit granulozytärer Herkunft zu diagnostizieren. 
Neutrophile und eosinophile Granulozyten zeigen vom Promyelozytenstadium 
an eine gelb-grüne bis bräunliche Färbung. Monozyten besitzen nur zum Teil 
Peroxidaseaktivität.  Diese ist schwächer als die der Granulozyten. Der 
Nachweis der sauren α-Naphthylacetat-Esterase (ANAE) in > 20 % der Blasten 
ist typisch für eine monozytäre Leukämie und schließt gleichzeitig eine ALL aus. 
Es entsteht ein rotbrauner homogener oder granulärer Niederschlag. 
Ungefärbte KM-Ausstriche von allen KMP-Zeitpunkten wurden von den 
teilnehmenden Kliniken an das morphologische Referenzlabor in Münster 
eingesandt. Die panoptische Färbung nach Pappenheim erfolgte bei allen 
Proben. Zusätzlich wurden bei Diagnosestellung und bei Verdacht auf Rezidiv 
zytochemische Untersuchungen durchgeführt. 
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3.5 Durchflusszytometrie 
Die multidimensionale Durchflusszytometrie ist ein optisches Verfahren zur 
gleichzeitigen Messung von Streulicht- und Fluoreszenzsignalen einzelner 
Partikel. Bei der Probenpräparation wird eine definierte Anzahl zu 
untersuchender suspendierter Zellen mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen 
Antikörpern versetzt. Diese binden spezifisch an membranständig exprimierte 
Antigene, bzw. nach entsprechender Aufarbeitung an intrazelluläre Antigene. 
Die Nomenklatur der monoklonalen Antikörper beruht auf der Nummerierung 
jener Antigene (cluster designation/differentiation: CD), die von ihnen erkannt 
werden. Nach dem Entfernen der überschüssigen, nicht gebundenen Antikörper 
wird die Intensität der Fluoreszenz bestimmt. Diese Intensität ist proportional 
zur quantitativen Expression des zu bestimmenden Antigens auf der Zelle. 
Neben diesen biochemischen Parametern werden auch Informationen über die 
physikalischen Eigenschaften der Zellen gemessen. Die Zellgröße korreliert mit 
dem Vorwärtsstreulicht (forward scatter: FCS) und die Granularität mit dem 
Seitwärtsstreulicht (side scatter: SSC). 
 
Die  Durchflusszytometrie ermöglicht es, alle Reifungsstadien der im KM 
vorhandenen Zellen zu identifizieren(71,114,144,146). Dabei ist immer die 
Kombination von Zellgröße, -granularität und Antigenexpression 
ausschlaggebend für die Zuordnung einer Zelle zu einer Zellpopulation. Die 
durchflusszytometrische Untersuchung einer gesunden KM-Probe zeigt in der 
FSC/SSC-Darstellung drei Populationen: die homogene Population der 
ungranulierten und relativ kleinen Lymphozyten, die ebenfalls kleine und 
homogene Population der gering granulierten und größeren Monozyten und die 







Abbildung 14: FSC/SSC-Darstellung einer normalen KM-Probe 
 
Die immunologische Untersuchung der Knochenmarkproben erfolgte an einem 
FACS Calibur 4-Farb-Durchflusszytometer (Fa. Becton Dickinson). Die 
Geräteeinstellungen wurden einmal wöchentlich durch Kompensation mit 
Kalibrierungs-Beads überprüft, außerdem wurde täglich der Kanal für die 
Bestimmung der vierten Farbe mit APC-beads kompensiert. Die Anzahl der 
gemessenen events pro Tube betrug 30 000 - 100 000. Auf Grund der häufig 
diagnostizierten Aplasie des Knochenmarks am Tag 15 der Therapie des 
AML-BFM-98-Therapieplanes, wurden zu diesem Zeitpunkt maximal 
10 000 events gemessen. Die Bearbeitung der eingesandten KM-Proben fand 
unverzüglich nach Eingang der Proben im Referenzlabor des 





Zur Probenpräparation und Geräteeinstellung wurden folgende Lösungen, 
Antikörper (AK) und Beads benutzt:  
 
 PBS-Puffer (pH 7,4) (Herst.: Apotheke des Universitätsklinikums Münster):  
Zusammensetzung: NaCl    8,0 g 
KCl    0,2 g 
KH2PO4   0,25 g 
Na2HPO4 x 2H2O  1,35 g 
Aqua dest.   ad 1000,0 g 
 Lysepuffer: FACS® Lysing Solution (Fa. Becton Dickinson) 
 Fixierungsmedium: Reagenz A; FIX&PERM Cell Permeabilization Kit 
(Fa. An der Grub) 
 Permeabilisierungsmedium: Reagenz B; FIX&PERM Cell Permeabilization 
Kit (Fa. An der Grub) 
 monoklonale Antikörper (s. Tabelle 10) 
 Beads (s. Tabelle 11) 
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AK Fluorochrom Hersteller Klon Bestell-Nr. 
7.1 PE Immunotech NG2 IM3454 
Apo2.7 PC5 Immunotech 2.7A6A3 IM2660 
CD2 FITC Immunotech 39C1.5 IM0442 
CD3 PerCP Becton Dickinson SK7 347344 
CD4 APC Becton Dickinson SK3 340443 
CD7 PE Immunotech 8H8.1 IM1429 
CD8 FITC Immunotech B9.11 IM0451 
CD10 FITC Immunotech ALB2 IM0471 
CD117 PE Immunotech 95C3 IM1360 
CD11c PE Immunotech BU15 IM1760 
CD13 FITC Dako WM-47 F0831 
CD13 PE Immunotech SJ1D1 IM1427 
CD15 FITC Becton Dickinson MMA 347423 
CD19 PE Immunotech J4.119 IM1248 
CD20 APC Becton Dickinson L27 340941 
CD22 PE Becton Dickinson S-HCL-1 347577 
CD27 PE Immunotech 1A4CD27 IM2578 
CD33 APC Becton Dickinson P67.6 340474 
CD33 PE Becton Dickinson P67.6 347787 
CD33 PC5 Immunotech D3HL60.251 IM1955 
CD34 APC Becton Dickinson 8G12 340441 
CD34 FITC Immunotech 581 IM1870 
CD34 PerCP Becton Dickinson 8G12 340430 
CD36 FITC FA6.52 
GlyA PE Immunotech 11E4B7.6 IM2279 
CD38 PE Becton Dickinson HB7 347687 
CD41 FITC Becton Dickinson HIP8 340929 
CD45 APC Becton Dickinson 2D1 340943 
CD45 PerCP Becton Dickinson 2D1 347464 
CD56 PE Becton Dickinson NCAM 16.2 340363 
CD79a PE Immunotech HM47 IM2221 
HLA-DR PerCP Becton Dickinson L243 347364 
MPO FITC CLBMPO1 
Lac PE Immunotech CLB13.17 IM2743 
PgP PE Immunotech UIC2 IM2370 
Syto-16  - Molecular Probes DNA S-7578 
TdT FITC Immunotech HTdT-1, -2, -3 IM1136 
Tabelle 10: Beschreibung der verwendeten Antikörper 
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Becton Dickinson 340486 
APC Becton Dickinson 340487 
Tabelle 11: Beschreibung der verwendeten Beads 
 
3.5.1.2 Markierung membranständiger Antigene  
Für die immunologische Untersuchung der heparinisierten KM-Proben wurden 
ca. 2x105 Zellen pro 4-Farb-Antikörperkombination eingesetzt. Pro Tube 
wurden jeweils 10 µl der entsprechenden FITC-, PE- und PerCP-konjugierten 
Antikörper pipettiert. Das verwendete Volumen des CD33-PC5-Antikörpers 
betrug 7 µl, das der APC-konjugierten Antikörper 5 µl. Abhängig von der 
Zellularität wurden 50 - 100 µl der Knochenmarkprobe hinzu pipettiert und mit 
Hilfe eines Vortexgerätes homogen gemischt. 
 
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten unter Lichtausschluss bei 
Raumtemperatur wurden 2 ml der 1:10 mit Aqua ad injectabilia verdünnten 
FACS® Lysing Solution (Fa. Becton Dickinson) hinzugegeben. Die Flüssigkeiten 
wurden erneut gemischt, für 7 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert und 
anschließend zentrifugiert (600 x g; 20°C; 5 Minuten). Nach Dekantieren des 
Überstandes wurden die Zellen in 2 ml PBS-Puffer (pH 7,4) resuspendiert und 
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch einmal 
wiederholt, dann wurden die Zellen in 200 µl PBS-Puffer (pH 7,4) 
aufgenommen. 
 
3.5.1.3 Markierung zytoplasmatischer Antigene 
Zur Bestimmung intrazellulärer Antigene wurde die Knochenmarkprobe mit 
100 µl Fixierungsmedium (Reagenz A; FIX&PERM Cell Permeabilization Kit, 
Fa. An der Grub) versetzt und bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss 
15 Minuten inkubiert. Nach Zusatz von 2 ml PBS-Puffer (pH 7,4) wurde die 
Probe zentrifugiert (= 600 x g; 20°C; 5 Minuten) und die überstehende 
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Flüssigkeit dekantiert. Zu diesem Zellpellet wurden 100 µl 
Permeabilisierungsmedium (Reagenz B; FIX&PERM Cell Permeabilization Kit, 
Fa. An der Grub) und die Antikörper entsprechend des Panels pipettiert. Die 
weiteren Schritte waren dieselben, wie unter 3.5.1.2 beschreiben. 
 
3.5.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchungen 
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgte mit 
Hilfe der Paint-a-gate®-Software (Becton Dickinson). Die Vitalität der 
verwendeten KM-Probe wurde durch den Anteil an Syto-16-positiven Zellen 
bestimmt und als Gate A farblich markiert (s. Abbildung 15). Die so markierten 
Zellen wurden nun in die Forward Scatter/Side Scatter-Darstellung übertragen. 
Die Zellen außerhalb des Gates A fallen in dieser Darstellung dadurch auf, dass 
sie einerseits keiner Zellpopulation eindeutig zuzuordnen sind und andererseits 
bei geringer Größe über den gesamten Bereich der Granularität streuen. Die so 
als nicht vitale Zellen identifizierten events wurden für die Auswertung der 
weiteren LAIP ausgeschlossen. 
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Beispiel I: sehr hoher Anteil an Syto-positiven Zellen 
 
 
Beispiel II: Anteil an Syto-positiven Zellen 68% 
 
Abbildung 15: Bestimmung der Vitalität durch Markierung der Syto-16-positiven Zellen 
(Gate A). 
 
Der prozentuale Anteil der folgenden 14 leukämie-assoziierten 
Immunphänotypen (LAIP) wurde in jeder untersuchten Probe erfasst und in der 


















Tabelle 12: Erfasste leukämie-assoziierte Immunphänotypen (LAIP) 
 
Im ersten Schritt wurden die CD33/CD34+-Zellen (bzw. für LAIP Nr. 9 
CD34/CD38+ Zellen) farblich als Gate A markiert (Abbildung 16-I. und 
Abbildung 17-I.). In der grafischen Darstellung der beiden anderen 
Antigen-Färbungen desselben Tubes wurden diese durch Gate A 
gekennzeichneten Zellen farblich hervorgehoben (Abbildung 16-II. und 
Abbildung 17-II.). Im nächsten Schritt wurde die Darstellung der dritten und 
vierten Antigenfärbung so verändert, dass ausschließlich die in Gate A 
markierten Zellen gezeigt wurden. In dieser Darstellung wurden dann die Zellen 
mit Gate B markiert, die das dritte bzw. das dritte und vierte Antigen 
exprimierten (Abbildung 16-III. und Abbildung 17-III.) Gate B umfasst also alle 
Zellen, die alle drei bzw. vier Antigene tragen. Im nachfolgenden Schritt wurden 
die in Gate B markierten Zellen in der Forward Scatter/ Side Scatter-Darstellung 
angezeigt. Bei diesen Zellen wurden diejenigen als Gate C markiert, die die 
typische Lage für Blasten, d.h. in ihrer Granularität zwischen Lymphozyten und 
Granulozyten und in ihrer Größe zwischen Lymphozyten und Monozyten, 
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aufwiesen und innerhalb des Bereiches der vitalen Zellen lagen (Abbildung 
16-IV. und Abbildung 17-IV.). 
 
Abbildung 16 zeigt die Quantifizierung des LAIP CD15/CD33/CD34/CD117+ 
anhand der einzelnen Schritte. Hier ist zu erkennen, dass nahezu alle Zellen, 
die CD33 und CD34 exprimieren, ebenfalls CD15 und CD117 exprimieren und 
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in die Darstellung der gleichzeitig gemessenen Antigene CD45 und CD56, so 
fällt auf, dass die Expression des pan-Leukozyten-Antigens CD45 der 
CD33/CD34+-Zellen sich von den anderen Zellen hinsichtlich ihrer 
Expressionsdichte unterscheidet. Weiterhin ist festzustellen, dass in diesem 
Beispiel nur 3/4 der CD33/CD34+-Zellen ebenfalls CD56 exprimieren. Es ist 
keine scharfe Grenze zwischen CD56+- und CD56--Zellen zu erkennen, was 
den Schluss nahe legt, dass sich die leukämischen Blasten zum Zeitpunkt der 
KMP in einer Differenzierungsphase befinden. 
 
 




gegated auf A 
Abbildung 17: Quantitative Bestimmung der LAIP (heterogene Population) 
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3.6 Molekulargenetik  
3.6.1 Grundlagen 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein In-vitro-Verfahren zur 
Amplifizierung von DNA. Dadurch wird die Erkennbarkeit von Nukleinsäuren, 
einschließlich der Details ihrer Basensequenzen, deutlich verbessert. Nach der 
Spaltung der DNA in Einzelstränge durch Denaturierung (Erhitzen auf 94°C) 
werden jeweils zwei Primer (kurze Oligonukleotidstränge, die zu den Enden der 
zu detektierenden Ursprungs-DNA komplementär sind), DNA-Polymerase und 
Desoxynukleotidtriphosphate zugegeben. Bei einer Temperatur von 72°C 
werden so neue definierte DNA-Stränge synthetisiert. Durch wiederholte 
Denaturierung können weitere Synthesezyklen durchgeführt werden, wobei bei 
jedem Durchgang die Zahl der DNA-Stränge verdoppelt wird.  
 
Diese Methode kann sowohl zur qualitativen, wie auch zur quantitativen 
Bestimmung aberranter Karyotypen verwendet werden. Bei der RT-PCR 
(Reverse-Transkriptase-PCR) wird die mRNA, die für spezifische Proteine 
kodiert, in einem vorgelagerten Schritt durch das Enzym reverse Transkriptase 
in DNA umgeschrieben. Um die Spezifität einer PCR zu erhöhen, wird mit dem 
Produkt des ersten PCR-Zyklus ein weiterer PCR-Zyklus durchgeführt. Im Fall 
der nested PCR liegen die komplementären Sequenzen beider Primer der 
zweiten PCR innerhalb der Sequenzen der beiden Primer der ersten PCR. Bei 
der semi-nested PCR wird ein Primer der ersten PCR verwendet, die 
komplementäre Sequenz des zweiten Primers befindet sich innerhalb der 
Sequenz des Primers aus der ersten PCR. 
 
Die Bearbeitung der KM-Proben erfolgte im onkogenetischen Labor der 
Justus-Liebig-Universität, Gießen (Leitung PD Dr. Harbott). Die 
molekulargenetischen Untersuchungen für die Gen-Rearrangements 
AML1/ETO und CBFβ/MYH11 wurden in Form einer semi-nested RT-PCR und 
für den Nachweis von MLL/AF9 in Form einer nested PCR durchgeführt.  
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3.6.2 Qualitative PCR 
Zur Durchführung der PCR wurden folgende Reagenzien verwendet: 
 
 Taq-Polymerase, 5 units/ml (Fa. Invitrogen) 
 Zehnfach-Puffer (Fa. Invitrogen) 
 dATP; dCTP; dGTP; dTTP (Fa. Boehringer Mannheim) 
 
Für die erste PCR wurden 3,0 µl cDNA mit 2,0 µl Zehnfach-Puffer, 0,6 µl MgCl2 
(50 mM), jeweils 0,4 µl dATP, dCTP, dGTP und dTTP (10 µM), jeweils 0,8 µl 
Primer (2  µM) (s.u.), 0,2 µl Taq-Polymerase und 11,0 µl Aqua dest. gemischt. 
Für die PCR zur Detektion des MLL/AF9-Rearrangements wurden 0,8 µl DMSO 
und 10,2 µl Aqua dest. verwendet. Diese Mischung wurde für 90 Sekunden auf 
94°C erhitzt. Es folgten 35 PCR-Zyklen, wobei die Temperatur jeweils 
15 Sekunden auf 94°C, danach 45 Sekunden auf 64°C und anschließend 
45 Sekunden auf 72°C gehalten wurde. Nach dem letzten Zyklus wurde die 
Temperatur für sechs Minuten bei 72°C gehalten, anschließend wurde auf 4°C 
abgekühlt. 
 
Für die zweite PCR wurden1,0 µl des ersten PCR-Produkts mit 2,0 µl Zehnfach-
Puffer, 0,6 µl MgCl2 (50 mM), jeweils 0,4 µl dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 
jeweils 0,4 µl Primer (20 µM) (s.u.), 0,2 µl Taq-Polymerase und 13,8 µl Aqua 
dest. versetzt. Die Synthese erfolgte unter den oben beschriebenen 
Bedingungen, allerdings wurden nur 25 PCR-Zyklen durchlaufen. 
 
Folgende Primer wurden verwendet: 
 AML1/ETO (nach (54)): 
1. PCR: AML1 ext up : AGC TTC ACT CTG ACC ATC AC 
ETO ext down: TGA ACT GGT TCT TGG AGC TCC 
2. PCR: AML1 in up:   TTC ACA AAC CCA CCG CAA GTC 





1. PCR: CBFß ext up:   CAG GCA AGG TAT ATT TGA AGG 
MYH11 ext down:  TTC CGT CTC ATA CTC GTG AAG CTG 
2. PCR: CBFß in up:    CAG GCA AGG TAT ATT TGA AGG 
MYH11 in down:  TCT CCT CAT TCT GCT CGT CCC GG 
 
 MLL/AF9: 
1. PCR: MLL ext up:  CTG AAT CCA AAC AGG CCA CCA CTC 
AF9 ext down: CTA TAA GGT TCA CGA TCT GCT GCA G 
2. PCR: MLL in up:   GT CTC CCA GCC AGC ACT GGT C 
AF9 in down: CTG TGA AGC TCT ACC AGT TCA TCT 
AGG 
 
Zur Überpüfung der Qualität der eingesetzten RNA bzw. cDNA wurde bei jeder 
PCR das Kontrollgen ABL mitamplifiziert. Diese PCR wird in Form einer 
einfachen PCR - unter den gleichen Bedingungen wie für die zweite PCR 
dargestellt - durchgeführt. Als Primer wurden eingesetzt: 
 
 Kontrollgen ABL: 
ABL up  CGG CCA GTA GCA TCT GAC TTT G 
ABL down   CCT TGG CCA TTT TTG GTT TGG 
 
3.6.3 Quantitative RT-PCR 
Seit Juni 2000 werden im onkogenetischen Labor des Universitätsklinikums 
Gießen quantitative molekulargenetische Untersuchungen des 
AML1/ETO-Rearrangements durchgeführt. Die Analyse erfolgt mit Hilfe der 
RT-PCR nach Taqman, wobei die Probenaufbereitung genauso vorgenommen 
wird wie bei der qualitativen Analyse. Erfasst wird die Anzahl der Kopien 
AML1/ETO pro 10 000 Kopien des Kontrollgens ABL. Die Beurteilung der 
Untersuchungen erfolgt nach dem in Tabelle 13 dargestellten Schema.  
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Die Grenze der Zuverlässigkeit der quantitativen RT-PCR bzw. der 
Probenaufbereitung liegt bei zehn Kopien des AML1/ETO-REARs. Mehr als 
zehn Kopien sind gesichert nachweisbar, bei dem Nachweis von weniger als 
zehn Kopien ist die Genauigkeit unsicher. 
 
Befund Ergebnis 
+ Nachweis des REAR mit der quantitativen RT-PCR (entweder 
erste auswertbare quantitative RT-PCR oder erneuter Nachweis 
nach vorheriger Negativität) 
- kein Nachweis des REAR mit der quantitativen RT-PCR 
> 1 Log im Vergleich zur letzten auswertbaren Untersuchung besteht eine 
Veränderung des REARs um mindestens 1 Log-Stufe 
0,5 - 1 Log im Vergleich zur letzten auswertbaren Untersuchung besteht eine 
leichte Veränderung des REARs im Bereich zwischen 0,5 und 
1 Log-Stufe; es ist nicht auszuschließen, dass die Veränderung 
durch die methodische Schwankungsbreite bedingt ist 
= im Vergleich zur letzten auswertbaren Untersuchung besteht 
keine Veränderung des REARs; Veränderungen bis zu 
0,5 Log-Stufen liegen im Rahmen der methodischen 
Schwankungsbreite 





Das ereignisfreie Überleben (EFS = event free survival) wurde berechnet vom 
Zeitpunkt der Diagnose bis zum ersten Ereignis (Rezidiv oder Tod ohne 
Rezidiv) oder bis zum letzten Untersuchungsdatum. Patienten, die bis zum 
Ende des Intensivierungsblocks die Kriterien für eine komplette Remission nicht 
erreicht haben (Nonresponder) oder die innerhalb von 6 Wochen nach 
Therapiebeginn vor möglicher Beurteilung des Ansprechens verstorben sind 
(Frühtod), wurden als events am Tag 0 gewertet. Das ereignisfreie Intervall (EFI 
= event free interval) war der Zeitraum vom Erreichen der CR bis zum ersten 
Ereignis (Rezidiv oder Tod ohne Rezidiv). Die Berechnung der kumulativen 
Inzidenz für Rezidive erfolgte mit der Methode nach Kalbfleisch und Prentice(60). 
Stichtag für die Auswertungen war der 28.2.2002. 
 
Zum Vergleich der Patientencharakteristika wurden für qualitative Variablen der  
Fisher’s Exakt Test und für quantitative Variablen der U-Test 
(Mann-Whitney-Wilcoxon-Test) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf 
5 % festgelegt. Analysen der Überlebenszeiten wurden nach der Methode von 
Kaplan-Meyer durchgeführt. Um die Überlebenskurven miteinander zu 
vergleichen, wurde der log-rank Test verwendet. Als log-linerares-
exponentielles Modell zur Bewertung des Einflusses einer oder mehrerer  
Kovarianten auf das Überleben wurde die Cox-Regression verwendet.  Die 
Berechnungen und Analysen wurden mit dem Statistikprogramm WinSTAT 






4.1.1 Entwicklung des 4-Farb-Konsensus-Panels 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein 4-Farb-Konsensus-Panel zur Bestimmung der 
MRD bei Kindern mit akuter myeloischer Leukämie zu entwickeln und zu 
standardisieren. Zu diesem Zweck wurden - basierend auf den Erfahrungen mit 
durchflusszytometrischen Untersuchungen der an der MRD-Studie beteiligten 
Labore (Münster, Göttingen, Wien und Prag) sowie internationalen 
Konsensusempfehlungen(7,44,114) - seit Oktober 1999 verschiedene 
Antikörperkombinationen untersucht. Entscheidend für die Bewertung und 
Auswahl der Antikörperkombinationen war einerseits ihr 
Differenzierungspotential zwischen gesunden und leukämischen Zellen und 
andererseits ihre technische Einsetzbarkeit, vor allem die gegenseitige 
Beeinflussung der Fluoreszenzsignale. Das Panel musste weiterhin so 
ausgelegt werden, dass die Messungen sowohl mit einem 
3-Farb-Durchflusszytometer als auch mit einem 4-Farb-Durchflusszytometer 
möglich waren, da nicht in allen an der Studie beteiligten Laboren 
4-Farb-Durchflusszytometer zur Verfügung standen.  
 
Die ausschließliche Nachverfolgung des initialen Immunphänotyps ist nicht 
ausreichend, da einerseits bei Diagnosestellung in den meisten Fällen mehrere 
Populationen unterschieden werden können(77) und andererseits bei der 
Mehrzahl der Patienten mit AML ein Antigen-Shift zwischen Diagnose und 
Rezidiv zu beobachten ist(4,96).  
 
Ein optimiertes 4-Farb-Konsensus-Panel zur Untersuchung der MRD wurde im 
Juni 2000 auf Basis der Erkenntnisse aus den bis dahin gemessenen Proben 
festgelegt (s. Tabelle 14).  Mit Hilfe dieses Panels ist es möglich, die für die 
Bestimmung der minimalen Resterkrankung bei der AML relevanten LAIPs zu 
erfassen: einerseits die asynchrone Expression von „frühen“ (CD34, CD117) 
und „späten“ myeloischen Antigenen (CD13, CD15, CD33, CD11c) sowie die 
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Kombination CD34/CD38/HLA-DR, andererseits die aberrante Expression 
lymphatischer Marker (CD2, CD7, CD10, CD19, CD56) bzw. des für das 
MLL-Rearrangement spezifischen monoklonalen Antikörpers 7.1(162) in 
Kombination mit myeloischen Markern (CD13, CD33). Des weiteren können die 
Vitalität der KM-Probe durch den  DNA-Farbstoff Syto-16, der Grad der 
Apoptose durch den spezifischen Antikörper Apo2.7, der Anteil an 
erythropoetischen Zellen durch CD36 und Glykophorin A bestimmt werden. Die 
Charakterisierung von Lymphozytensubpopulationen erfolgt mit Hilfe der 
Antikörper CD3, CD4, CD8 und CD20, der Grad der T-Zell-Aktivierung durch 
die Erfassung der Kombination CD20/CD27. Die Bestimmung der 
zytoplasmatischen Antigene wird bei Diagnosestellung oder Rezidiv zur 
genaueren Charakterisierung der Leukämie vorgenommen.  
 
  FITC PE PerCP/ PC5 APC 
membranständig 
1 Syto-16 CD7 CD45 CD34 
2 CD13 CD33 CD34 CD4 
3 CD15 CD117 CD34 CD33 
4 CD34 CD56 CD33 CD45 
5 CD34 CD7 CD33  --- 
6 CD34 CD19 CD33  --- 
7 CD2 CD13 CD34 CD33 
8 CD34 CD38 HLA-DR  --- 
9 CD41 CD27 CD34 CD20 
10 CD15 CD11c CD34 CD33 
11 CD8 CD22 CD3 CD4 
12 CD36 GlyA Apo 2.7 CD45 
13 CD10 7.1 CD34 CD33   
 zytoplasmatisch (nur bei Diagnose und Rezidiv) 
14 MPO Lac CD3 --- 
15 TdT CD79a Apo 2.7 --- 
Tabelle 14: 4-Farb-Antikörper-Panel zur Bestimmung der MRD 
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Im einzelnen beruht die Auswahl der Antikörperkombinationen auf folgenden 
Überlegungen zur Charakterisierung der KM-Proben: 
 
 Röhrchen 1:  
Bestimmung der Vitalität (Syto-16), des Leukozytenanteils (CD45), des 
Anteils an myeloischen und lymphatischen Vorläuferzellen (CD34) und an 
T-Lymphozyten (CD7) zur Charakterisierung der Probe. 
 Röhrchen 2:  
Bestimmung der myeloischen Zellen (CD13, CD33, CD4) sowie des Anteils 
an Vorläuferzellen (CD34). Asynchrone Expression früher und später 
myeloischer Marker: LAIP: CD13/CD33/CD34+ und LAIP: 
CD4low/CD13/CD33/CD34+. 
 Röhrchen 3:  
Bestimmung der myeloische Vorläuferzellen (CD33/CD117, CD33/CD34). 
Asynchrone Expression früher und später myeloischer Marker: LAIP: 
CD15/CD33/CD34+ und LAIP: CD15/CD33/CSD34/CD117+. 
 Röhrchen 4:  
Aberrante Expression des NK-Zell-Markers CD56 auf myeloischen Zellen 
(CD33/CD56). LAIP: CD33/CD34/CD56+. 
 Röhrchen 5:  
Aberrante Expression des T-Zell-Markers CD7 auf myeloischen Zellen 
(CD33/CD7). LAIP: CD7/CD33/CD34+. 
 Röhrchen 6:  
Aberrante Expression des B-Zell-Markers CD19 auf myeloischen Zellen 
(CD19/CD33). LAIP: CD19/CD33/CD34+. 
 Röhrchen 7:  
Aberrante Expression des T- und NK-Zell-Markers CD2 auf myeloischen 
Zellen (CD2/CD33 bzw. CD2/CD13). LAIP: CD2/CD33/CD34+ und LAIP : 
CD2/CD13/CD33/CD34+. 
 Röhrchen 8:  
Bestimmung der Zellaktivierung und Proliferation (CD38). LAIP: 
CD34/CD38/HLA-DR+. 
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 Röhrchen 9: 
Bestimmung des Anteils an Megakaryozyten bzw. Diagnose einer 
megakaryozytären AML (CD41). Bestimmung der T-Zell-Aktivierung 
(CD20/CD27). 
 Röhrchen 10:  
Bestimmung der monozytären Zellen (CD11c, CD15, CD33) und 
granulozytären Zellen (CD15). LAIP: CD11c/CD33/CD34+ und LAIP: 
CD11c/CD15/CD33/CD34+. 
 Röhrchen 11:  
Charakterisierung von Lymphozyten-Subpopulationen. 
 Röhrchen 12:  
Bestimmung der Zellen der roten Reihe (CD36, GlyA), der weißen Reihe 
(CD45) sowie der Apoptose (Apo 2.7). 
 Röhrchen 13:  
aberrante Expression des Markers CD10 auf myeloischen Zellen 
(CD10/CD33); aberrante Expresssion des Markers 7.1 auf myeloischen 
Zellen (7.1/CD33).  Immunologischer Nachweis eines MLL-Rearrangements 
durch den Marker 7.1(162). LAIP: CD10/CD33/CD34+ und LAIP: 
7.1/CD33/CD34+. 
 Röhrchen 14:  
Bestimmung zytoplasmatischer Antigene für die Zuordnung zur 
myeloischen (MPO, Lac) oder lymphatischen (CD3) Zell-Linie. 
 Röhrchen 15:  
Bestimmung zytoplasmatischer Antigene für die Zuordnung zur 
lymphatischen Zell-Linie (CD79a) und zur Quantifizierung der frühen 
Apoptose (Apo 2.7). 
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4.1.2 Bestimmung der Spezifität der einzelnen Immunphänotypen 
Zur Überprüfung der Spezifität der einzelnen Immunphänotypen wurde deren 
Vorkommen im KM von 21 Kindern ohne maligne myeloische Erkrankung 
analysiert. Es wurden einerseits 7 KM-Proben von Kindern mit neu 
diagnostizierter ALL, 1 KM-Probe eines Kindes zum Zeitpunkt des 
ZNS-Rezidivs der bekannten ALL, 6 KM-Proben von Patienten ohne 
leukämische Grunderkrankung und andererseits 7 KM-Proben von Kindern mit 
in Therapie befindlichen, regenerierenden malignen Erkrankungen (ALL: n = 3; 
CML > 6 Monate nach KMT: n = 2; MDS > 2 Jahre nach KMT: n = 1; 
Wiskott-Aldrich-Syndrom n = 1) untersucht. 
 
Wie in Abbildung 18 dargestellt, beträgt der maximale prozentuale Anteil aller 
bestimmten Immunphänotypen der KM-Zellen 1,50 %. Der Immunphänotyp 
CD13/CD33/CD34+ machte mit dem Median (x0,5) von 0,47 % und dem 
Maximum (xmax) von 1,50 % den größten Anteil aus. Die prozentualen Anteile 
der Expression der Immunphänotypen CD34/CD38/HLA-DR+ und 
CD15/CD33/CD34+ waren mit medianen Werten von 0,23 % (xmax = 0,54 %) 
und 0,15 % (xmax = 0,68 %) geringer. Dann folgten die Immunphänotypen 
CD11c/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,07 %; xmax = 0,67 %), CD4low/CD13/CD33/CD34+ 
(x0,5 = 0,07 %; xmax = 0,18 %), CD15/CD33/CD34/CD117+ 
(x0,5 = 0,04 %; xmax = 0,64 %), CD2/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,02 %; xmax = 0,19 %) 
und CD11c/CD15/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,01 %; xmax = 0,57 %). Die 
Immunphänotypen mit der Koexpression der lymphatischen Antigene CD56, 
CD7, CD19, und CD10 und des mit einem MLL-Rearrangement assoziierten 
Antigens 7.1 in Kombination mit CD33+/CD34+ und CD2/CD13/CD33/CD34+ 







Anteile unterschiedlicher LAIPs im KM von Kindern bei Diagnose oder 





















































































































































CD13/CD33/CD34+ 0,01 0,10 0,47 0,68 1,50 0,48 0,44 12 
CD4low/CD13/CD33/CD34+ 0,01 0,02 0,07 0,12 0,18 0,08 0,07 10 
CD15/CD33/CD34/CD117+ 0,00 0,01 0,04 0,20 0,64 0,13 0,20 10 
CD15/CD33/CD34+ 0,01 0,04 0,15 0,41 0,68 0,23 0,23 12 
CD33/CD34/CD56+ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 9 
CD7/CD33/CD34+ 0,00 0,00 0,01 0,03 0,03 0,01 0,01 10 
CD19/CD33/CD34+ 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 10 
CD2/CD13/CD33/CD34+ 0,00 0,00 0,01 0,02 0,05 0,01 0,02 11 
CD34/CD38/HLA-DR+ 0,00 0,03 0,23 0,43 0,54 0,23 0,21 7 
CD11c/CD33/CD34+ 0,01 0,02 0,07 0,15 0,67 0,13 0,20 10 
CD11c/CD15/CD33/CD34+ 0,00 0,01 0,01 0,03 0,57 0,07 0,19 9 
CD2/CD33/CD34+ 0,00 0,01 0,02 0,08 0,19 0,07 0,07 8 
7.1/CD33/CD34+ 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 7 
CD10/CD33/CD34 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 7 
Abbildung 18: Box-Whisker-Darstellung und statistische Kennzahlen der 
Spezifitätsuntersuchungen für das verwendete Panel bei Diagnose oder Rezidiv einer 
nicht myeloischen malignen Erkrankung oder Ausschluss einer malignen Erkrankung 
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Bei der Untersuchung von 7 KM-Proben von Kindern mit in Therapie 
befindlichen, regenerierenden malignen Erkrankungen (ALL: n = 3; 
CML > 6 Monate nach KMT: n = 2; MDS > 2 Jahre nach KMT: n = 1; 
Wiskott-Aldrich-Syndrom n = 1) konnte festgestellt werden, dass der maximale 
prozentuale Anteil der analysierten Immunphänotypen 0,66 % betrug, also 
insgesamt auf niedrigerem Niveau lag. Der Anteil des Immunphänotyps 
CD13/CD33/CD34+ war mit x0,5 = 0,29 % (xmax = 0,43 %) am höchsten. Es 
folgten CD34/CD34/HLA-DR+ (x0,5 = 0,17 %; xmax = 0,46 %) und 
CD11c/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,12 %; xmax = 0,66 %). Mit einem medianen 
prozentualen Anteil von weniger als 0,10 % wurden die Immunphänotypen 
CD15/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,06 %; xmax = 0,49 %), CD4low/CD13/CD33/CD34+ 
(x0,5 = 0,06 %; xmax = 0,24 %), CD15/CD33/CD34/CD117+ (x0,5 = 0,05 %; 
xmax = 0,45 %), CD11c/CD15/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,03 %; xmax = 0,50 %) und 
CD2/CD33/CD34+ (x0,5 = 0,01 %; xmax = 0,11 %) gemessen. Die 
Immunphänotypen CD33/CD34/CD56+, CD7/CD33/CD34+ und 
CD19/CD33/CD34+, CD2/CD13/CD33/CD34+ wurden jeweils mit maximalen 
prozentualen Anteilen unterhalb von xmax = 0,05 % exprimiert (s. Abbildung 19). 
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Anteile unterschiedlicher LAIPs im regenerierenden KM von Kindern 



































































































































CD13/CD33/CD34+ 0,02 0,09 0,29 0,35 0,43 0,24 0,15 7 
CD4low/CD13/CD33/CD34+ 0,00 0,04 0,06 0,09 0,24 0,08 0,08 7 
CD15/CD33/CD34/CD117+ 0,01 0,02 0,05 0,14 0,45 0,11 0,16 7 
CD15/CD33/CD34+ 0,01 0,02 0,06 0,14 0,49 0,12 0,17 7 
CD33/CD34/CD56+ 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 7 
CD7/CD33/CD34+ 0,00 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 7 
CD19/CD33/CD34+ 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 7 
CD2/CD13/CD33/CD34+ 0,00 0,01 0,02 0,03 0,05 0,02 0,02 7 
CD34/CD38/HLA-DR+ 0,02 0,04 0,17 0,40 0,46 0,20 0,19 4 
CD11c/CD33/CD34+ 0,00 0,05 0,12 0,32 0,66 0,19 0,24 6 
CD11c/CD15/CD33/CD34+ 0,00 0,01 0,03 0,19 0,50 0,11 0,19 6 
CD2/CD33/CD34+ 0,01 0,01 0,01 0,11 0,11 0,04 0,06 3 
Abbildung 19: Box-Whisker-Darstellung und statistische Kennzahlen der 
Spezifitätsuntersuchungen für das verwendete Panel im Verlauf der Therapie bei Kindern 
mit einer nicht myeloischen malignen Erkrankung 
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Basierend auf den Untersuchungen von normalem KM und KM von Patienten 
mit nicht-myeloischen malignen Erkrankungen bei Diagnose oder Rezidiv 
(s. 4.1.2) können 3 Gruppen von Immunphänotypen mit unterschiedlicher 
Spezifität, d.h. Vorhandensein von LAIPs im KM von Kindern ohne myeloische 
maligne Erkrankung, unterschieden werden (s. Tabelle 15). Eine 
Unterscheidung ist möglich durch den Median (x0,5) und das 0,75-Quartil (x0,75) 
bzw. den Mittelwert (?). LAIPs mit niedriger Spezifität zeichnen sich durch einen 
medianen prozentualen Anteil im KM von x0,5 ≥ 0,15 % und einem 0,75-Quartil 
von x0,75 ≥ 0,41 % bzw. Mittelwert ? ≥ 0,23 % aus. Dahingegen kommen die 
LAIPs mit hoher Spezifität im Median mit x0,5 ≤ 0,01 % und einem 0,75-Quartil 
von x0,75 ≤ 0,05 % bzw. mit einem Mittelwert von ?  ≤ 0,05 % vor. LAIPs mit 
mittlerer Spezifität zeigen einen Median von 0,01 % ≤ x0,5 ≤ 0,07 % und einem 
0,75-Quartil von 0,03 % ≤ x0,75 ≤ 0,20 % bzw. einen Mittelwert von 
0,07 ≤ ? ≤ 0,13 %. 
 
Auf Grund dieser Daten konnten für jeden Immunphänotypen minimale 
Grenzwerte (Cut-Off-Level) festgelegt werden. Zur Minimierung falsch positiver 
Ergebnisse wurden diese aus dem arithmetischen Mittelwert (?) und der 
doppelten Standardabweichung (2s) berechnet und jeweils auf eine 














+ 0,48 0,44 1,36 1,4 
CD15/CD33/CD34  + 0,23 0,23 0,69 0,7 




+ 0,13 0,20 0,53 0,6 
CD15/CD33/CD34/CD117  + 0,13 0,20 0,53 0,6 
CD11c/CD15/CD33/CD34  + 0,07 0,19 0,45 0,5 
CD4low/CD13/CD33/CD34  + 0,08 0,07 0,22 0,3 
 CD2/CD33/CD34  + 0,07 0,07 0,21 0,3 
CD7/CD33/CD34+ 0,01 0,01 0,03 0,1 
CD33/CD34/CD56+ 0,00 0,00 0,00 0,1 
CD19/CD33/CD34+ 0,01 0,01 0,01 0,1 
CD2/CD13/CD33/CD34+ 0,01 0,02 0,05 0,1 
7.1/CD33/CD34+ 0,00 0,01 0,02 0,1 
Hohe 
Spezifität 
CD10/CD33/CD34+ 0,01 0,01 0,03 0,1 
Tabelle 15: Spezifitätsgruppen mit statistischen Kennzahlen und Cut-Off-Level der 
einzelnen Immunphänotypen  
 
4.1.3 Bestimmung der Sensitivität der Methode der Durchflusszytometrie 
Die Sensitivität der Methode der multiparametrischen Durchflusszytometrie 
wurde durch Verdünnungsversuche mit Knochenmarkproben von 3 Patienten 
bestimmt. Nach Bestimmung des initialen Immunphänotyps der Leukämie 
wurde das Knochenmark zum Zeitpunkt der Diagnose kryokonserviert. Diese 
Probe wurde dann mit regenerierendem blastenfreiem Knochenmark desselben 
Patienten (frühestens Tag 56 der Therapie) verdünnt. In beiden Proben wurde 
die Leukozytenzahl, in der aufgetauten Probe zusätzlich die Blastenzahl, 
bestimmt. Anschließend wurden 7 Verdünnungen mit absteigender 
Konzentration nach dem in Tabelle 16 dargestellten Schema hergestellt: 
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 Eingefrorene Probe 
Regenerierendes 
Knochenmark Verdünnung Sensitivität 
1 20 000 Blasten 200 000 Leukozyten 1:10 1x10-1 
2 2 000 Blasten 200 000 Leukozyten 1:100 1x10-2 
3 1 000 Blasten 200 000 Leukozyten 1:200 2x10-2 
4 500 Blasten 200 000 Leukozyten 1:400 4x10-2 
5 200 Blasten 200 000 Leukozyten 1:1 000 1x10-3 
6 100 Blasten 200 000 Leukozyten 1:2 000 2x10-3 
7 50 Blasten 200 000 Leukozyten 1:4 000 4x10-3 
Tabelle 16: Verdünnungsreihe zur Bestimmung der Sensitivität 
 
Sowohl diese 7 Verdünnungen, als auch beide unverdünnten Proben wurden 
gemäß des initialen Immunphänotyps gefärbt. Zusätzlich wurde in beiden 
Proben die Vitalität mit Hilfe der Syto-Färbung bestimmt. Es wurden jeweils 
50 000 events gemessen. 
 
Die Konzentration der leukämischen Blasten in der Verdünnung korrelierte in 
allen 3 Proben gut mit dem durchflusszytometrisch detektiertem Anteil 
unabhängig vom untersuchten Immunphänotyp mit einem 
Korrelationskoeffizienten von > 0,99. Diese Korrelation besteht bis zu einer 
Verdünnung von 10-3 bis 10-4 Blasten/Leukozyten. Unterhalb dieser 
Verdünnungen ist kein Vergleich der Korrelation möglich, da auch in 
regenerierendem KM die verschiedenen LAIPs in unterschiedlichen 
Konzentrationen vorkommen. In doppelt-logarithmischer Darstellung ist in den 
folgenden Abbildungen 20 - 22 der Anteil der leukämischen Blasten aus dem 
KM bei Diagnose pro Leukozyten der regenerierenden KM-Probe gegen den 
Anteil an detektierten leukämischen Blasten aufgetragen. Die 
Sensitivitätsgrenze entspricht dem Anteil der Zellen mit dem zu untersuchenden 
LAIP im regenerierendem KM der jeweiligen Untersuchung. 
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Verdünnung von leukämischen Blasten mit regenerierendem KM
Sensitivitätsgrenze
 
Abbildung 20: Verdünnung von leukämischen Blasten mit regenerierendem KM 
(CD13-FITC/CD7-PE/CD34-PC5) 
Sensitivitätsgrenze = Anteil des untersuchten LAIP im regenerierenden KM 
 






















Verdünnung von leukämischen Blasten mit regenerierendem KM
Sensitivitätsgrenze
 
Abbildung 21: Verdünnung von leukämischen Blasten mit regenerierendem KM 
(CD13-FITC/CD56-PE/CD33-PC5/CD34-APC) 
Sensitivitätsgrenze = Anteil des untersuchten LAIP im regenerierenden KM 
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Verdünnung von leukämischen Blasten mit regenerierendem KM
Sensitivitätsgrenze
 
Abbildung 22: Verdünnung von leukämischen Blasten mit regenerierendem KM 
(7.1-PE/CD33-PC5/CD34-APC) 




Die beiden Patientenkollektive für die durchflusszytometrischen (Gruppe A) und 
die molekulargenetischen Untersuchungen (Gruppe B) wurden mit den 
Studienpatienten der AML-BFM-98-Studie verglichen. Die Kontrollgruppen 
beinhalteten die Kinder, bei denen im jeweils gleichen Zeitraum die Diagnose 
einer AML gestellt wurde (Kontrollgruppe A: Diagnose 1.10.1999 - 31.3.2001 
bzw. Kontrollgruppe B: Diagnose 1.7.1998 - 31.3.2001). Der Vergleich bezog 
sich auf das Alter bei Diagnose, die Leukozytenzahl bei Diagnose, das 
ereignisfreie Überleben (EFS), die Risikoeinteilung sowie die Häufigkeit einer 
KMT/SZT in 1.CR und die FAB-Klassifikation (s. Tabelle 17). 
 
Der Vergleich der 56 Kinder der Gruppe A mit den 166 Kindern der 
Kontrollgruppe A bezüglich der Charakteristika bei Diagnose sowie des 
klinischen Verlaufs zeigt, dass kein statistisch signifikanter Unterschied besteht 
hinsichtlich des Alters bei Diagnose, der initialen Leukozytenzahl, des EFS, der 
Risikoeinteilung sowie des Anteils der Kinder mit KMT/SZT in 1.CR. 
Wenngleich der Anteil der Kinder mit KMT/SZT in 1.CR bei den Kindern der 
Gruppe A mit 19,6 % fast doppelt so hoch ist, wie in der Kontrollgruppe A mit 
10,8 %. Bezüglich der Verteilung der FAB-Klassen fällt auf, dass bei signifikant 
mehr Kindern der Gruppe A eine AML-FAB-M2 diagnostiziert wurde und der 
Anteil der Kinder mit AML-FAB-M6 mit 7,1 % in der Gruppe A mehr als 4-mal so 
hoch war wie in Kontrollgruppe A. Auf Grund der Auswahl der Kinder der 
Gruppe B mit nachgewiesenem Gen-Rearrangement entsprechen die 
Patientencharakteristika nicht denen der Kontrollgruppe B. Besonders auffällig 
ist der Unterschied in der Verteilung der Risikogruppen. Hier ist der Anteil der 
Kinder mit Standardrisiko in der Gruppe B im Vergleich zur Kontrollgruppe B 
signifikant erhöht (42,4 % vs. 24,6 %). Dieser Unterschied ist der Hauptgrund 
für das ebenfalls signifikant voneinander verschiedene EFS der beiden 
Gruppen. Da das Auftreten eines leukämie-assoziierten Gen-Rearrangements 
in den meisten Fällen eng mit einer morphologisch definierten FAB-Klasse 
korreliert, enspricht die Verteilung der FAB-Klassen der Gruppe B nicht der 
Verteilung der Kontrollgruppe B. 
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  Gruppe A Kontroll. A p Gruppe B* Kontroll. B* p 
Ges. 56  166   33  377   
Charakteristika/klinischer Verlauf 
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11 (19,6) 18 (10,8) 0,11 7 (21,2) 44 (11,7) 0,16 
HR 45 (80,4) 120 (73,2) 19 (57,6) 279 (75,4) 
SR 11 (19,6) 44 (26,8) 
0,37 
14 (42,4) 91 (24,6) 
0,04 
FAB-Klassifizierung* 
 n (%) n (%) p n (%) n (%) p 
Ges. 56  119**  33  271**  
M0 7 (12,5) 9 (7,6) 0,40 0 (0) 19 (7,0) 0,24 
M1 9 (16,1) 16 (13,4) 0,65 3 (9,1) 40 (14,8) 0,60 
M2 4 (7,1) 33 (27,7) 0,001 13 (39,4) 54 (19,9) 0,01 
M3 2 (3,6) 3 (2,5) 0,66 0 (0) 14 (5,2) 0,38 
M4 7 (12,5) 22 (18,5) 0,39 8 (24,2) 44 (16,2) 0,32 
M5 13 (23,2) 20 (16,8) 0,31 9 (27,3) 54 (19,9) 0,36 
M6 4 (7,1) 2 (1,7) 0,08 0 (0) 10 (3,7) 0,61 
M7 10 (17,9) 14 (11,8) 0,35 0 (0) 36 (13,3) 0,02 
Tabelle 17: Vergleich der beiden untersuchten Patientenkollektive (Gruppe A und 
Gruppe B) mit Studienpatienten des jeweils gleichen Diagnosezeitraums 
(Kontrollgruppe A bzw. B) 
* Auf Grund der Auswahl der Patienten der Gruppe B mit nachgewiesenem Gen-REAR, 
entsprechen die Patientencharakteristika nicht denen der Kontrollgruppe B bezüglich der 
Risikoeinteilung, des EFS sowie der Verteilung der FAB-Subtypen 
** Die FAB-Klassifizierung der Kinder, die in Österreich und der Tschechischen Republik 
behandelt werden, ist noch nicht an die Studienzentrale übermittelt worden, deshalb ist die 




Die Behandlung der 56 Kinder, die durchflusszytometrisch untersucht wurden, 
erweist sich als heterogen: Bei 2 Kindern erfolgte die Gabe des HAM-Blocks 
nach dem Konsolidierungsblock, 1 Kind erhielt nach dem HAM-Block 2 Blöcke 
DNX-FLAG mit anschließender KMT, 1 Kind erhielt nach dem HAM-Block einen 
Block DNX-FLAG mit folgender KMT. 
 
Bei 11 Kindern (19,6 %) erfolgte eine KMT/SZT in erster CR, wobei 10 Kinder 
der Hochrisiko-Gruppe angehörten. Bei 2 Kindern erfolgte die Transplantation 
nach der 2. Induktion mit HAM, bei 2 Kindern nach dem AI-Block bzw. Kons I, 
bei 5 Kindern nach dem ham-Block bzw. Kons II sowie bei 2 Kindern innerhalb 
der ersten 2 Monate nach Beginn der Dauertherapie. 5 Kindern wurden im 
Status der PR/NR und 7 Kinder innerhalb von 49 bis 141 Tagen nach dem 
ersten bzw. zweiten Rezidiv transplantiert.  
  
Von den 56 Kindern erlitten innerhalb einer medianen Nachbeobachtungszeit 
von 16 Monaten (Spannweite 6 - 25 Monate) 13 Kinder (23,2 %) innerhalb einer 
medianen Zeitspanne  von 8 Monaten (Spannweite 4 – 22 Monate) ein Rezidiv: 
nach AI n = 1, nach haM oder Kons II n = 3, während der Dauertherapie n = 5, 
nach Dauertherapie n = 1, nach KMT (6, 7 oder 15 Monate) n = 3. 5 Kinder 
erlitten ein zweites Rezidiv innerhalb einer medianen Zeitspanne von 
6 Monaten (Spannweite 2 - 8 Monate). 4 dieser Kinder entwickelten 1, 2, 3 bzw. 
6 Monate nach KMT ein zweites Rezidiv. 1  Kind rezidivierte 4 Tage nach dem 
Erreichen der Kriterien für eine zweite CR. 
 
4.3.1 Ergebnisse am KMP-Zeitpunkt 1 (Tag 15) 
Es konnten KM-Proben von 49 der 56 Kinder (87,5 %), die an Tag 15 der 
AML-Therapie entnommen wurden, untersucht werden. Bei 41 Kindern (83,7 % 
von den 49 Kindern) lag eine KM-Aplasie vor, die die Messung von maximal 
5 000 events erlaubte. Die myeloischen Zellen (CD13/CD33+) machten in 
diesen KM-Proben einen Anteil von weniger als 3 % aus bei gleichzeitig mehr 
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als 80 % lymphatischen Zellen (CD3+ und/oder CD7+). Deswegen konnten bei 
diesen Proben keine gesicherten Aussagen bezüglich des Vorliegens residualer 
Blasten gemacht werden. Bei 7 Kindern konnten im teils deutlich in der Zellzahl 
reduziertem KM 2 - 89 % Zellen mit dem initialen Immunphänotyp detektiert 
werden, von denen 3 Kinder rezidivierten. 
 
4.3.2 Korrelation der FAB-Subtypen zur Antigenexpression 
Bei 48 der 56 Patienten (85,7 %) lag eine KM-Probe zur immunologischen 
Untersuchung bei Diagnosestellung vor. Die Expression einzelner Antigene 
wurde analysiert und mit den FAB-Subklassen korreliert (s. Tabelle 18). Unter 
Berücksichtigung anerkannter Empfehlungen(7,74) wurde die Expression eines 
oberflächlichen bzw. zytoplasmatischen Antigens als positiv gewertet, wenn 
≥ 20 % bzw. ≥ 10 % der leukämischen Blasten dieses Antigen exprimierten. 
 
Die leukämischen Blasten nahezu aller Patienten exprimierten die 
pan-myeloischen Antigene CD13 (98 %), CD33 (100 %), HLA-DR (95 %) und 
CD38 (95 %) unabhängig von der morphologischen Subklasse. Die 
zytoplasmatische Expression von MPO konnte bei der Mehrzahl der Patienten 
festgestellt werden.  
 
Das Progenitor-assoziierte Antigen CD34 wird auf den Blasten der Patienten 
mit AML-M3 nicht, bei 30 % der Patienten mit AML-M5, bei 44 % der Patienten 
mit AML-M4, bei 50 % der Patienten mit AML-M1 und bei der Mehrzahl der 
Patienten mit AML-M0, -M2, -M6 und -M7 exprimiert. Abgesehen von den 
Patienten mit AML-M5 und AML-M7, die nur in 50 %, respektive 56 % der Fälle 
das Stammzell-assoziierte Antigen CD117 exprimieren, wird CD117 bei den 
Patienten der anderen FAB-Subklassen von mindestens zwei Dritteln der 
Patienten exprimiert.  
 
Die monozytär-assoziierten Antigene CD4 und CD15 werden von allen 
Patienten mit AML-M1, -M3, -M5 und -M6  und von mindestens der Hälfte der 
Patienten der andern FAB-Subklassen exprimiert. Die Antigene CD11c und 
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CD11b wurden auf den Blasten aller Patienten mit AML-M1 und AML-M5 
nachgewiesen. Patienten mit AML-M0 und AML-M3 zeigten keine Expression 
dieser Antigene, während die Mehrzahl der Patienten der anderen 
FAB-Subklassen CD11c oder CD11b exprimierten.  
 
Das NK-Zell-assoziierte Antigen CD56 wird von 67 % der Patienten mit 
AML-M7 und von 50 % der Patienten mit AML-M5 exprimiert, während es auf 
den Blasten der Patienten mit anderen FAB-Subtypen nicht (AML-M0, -M3, 
-M6) oder nur vereinzelt nachweisbar war. Die Koexpression des 
B-lymphatisch-assoziierten Antigens CD7 war häufig bei den Patienten mit 
AML-M0, -M6 und -M7 nachweisbar, gelegentlich bei den Patienten mit den 
anderen FAB-Subklassen  und nicht bei den Patienten mit AML-M3. Die 
ebenfalls B-lymphatisch-assoziierten Antigene CD2 und CD19 wurden 
insgesamt bei weniger als 10 % aller Patienten gefunden, wobei keine 
Korrelation zu einer FAB-Subklasse festgestellt werden konnte. Die Antigene 
CD20 und CD10 konnten nur sporadisch, das Antigen CD27 gar nicht 
nachgewiesen werden. 
 
Die plättchen-assoziierten Antigene CD41 und CD61 wurden von 56 % der 
Patienten mit AML-M7 exprimiert. Vereinzelt war die Expression dieser 
Antigene auch auf den Blasten von Patienten mit anderen FAB-Subklassen 
nachweisbar. Das mit der roten Reihe assoziierte GlyA wurde ausschließlich 
von 2 der 3 Patienten mit AML-M6 und von 1 Patient mit AML-M5 exprimiert. 
Das mit dem MLL-Rearrangement-assoziierte Antigen 7.1 wurde ausschließlich 
von den Blasten der Patienten mit AML-M4 (29 %) und AML-M5 (50 %) 
exprimiert. 
 
Die Expression der zytoplasmatischen Antigene konnte nur in etwa der Hälfte 
der untersuchten KM-Proben eindeutig bestimmt werden. Auffallend war 
allerdings, dass die Expression von zytTdT nur bei den Patienten mit AML-M5 
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Tabelle 18: Korrelation zwischen FAB-Subklasse und Antigenexpression  
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4.3.3 MRD-Level und klinischer Verlauf 
Für die Analyse des Einflusses der immunologisch detektierbaren MRD auf den 
klinischen Verlauf wurden die KM-Proben der 56 Kinder hinsichtlich ihres 
prozentualen Anteils der zu untersuchenden LAIPs ausgewertet (vgl. Seite 50). 
Berücksichtigt wurden die KMP-Zeitpunkte 1 bis 5, da an diesen Zeitpunkten 
KM-Proben von mindestens 22  Kindern (39 %) vorlagen. Die folgenden 
KMP-Zeitpunkte 6 bis 8 wurden auf Grund der geringen Anzahl an 
eingesandten KM-Proben (n = 10, n = 6 und n = 1) nicht mit einbezogen. 
 
Die Auswertung der immunologischen MRD-Untersuchungen erfolgte anhand 
der vorher definierten Cut-Off-Werte (s. Tabelle 15). Lagen bei einem Kind zu 
mindestens 2 KMP-Zeitpunkten mehr als 1 LAIP oberhalb des jeweiligen 
Cut-Off-Wertes, so wurde dieses Kind als MRD-positiv eingestuft. Befanden 
sich lediglich an einem untersuchten KMP-Zeitpunkt mehr als 1 LAIP oberhalb 
des jeweiligen Cut-Off-Wertes oder lagen alle untersuchten LAIPs unterhalb der 
Cut-Off-Werte, so wurde das Kind als MRD-negtiv gewertet. Bei 5 Kindern 
konnten KM-Untersuchungen an lediglich einem KMP-Zeitpunkt durchgeführt 
werden, deshalb konnte bei diesen Kindern die Einteilung in MRD-positiv oder 
MRD-negativ lediglich anhand 1 KM-Untersuchung erfolgen. Bei 2 Kindern 
lagen jeweils 3 der 8 untersuchten LAIPs oberhalb des jeweiligen 
Cut-Off-Wertes, bei 3 Kindern waren alle untersuchten LAIPs (n = 5, n = 5 und 
n = 10) unterhalb der jeweiligen Cut-Off-Werte.  
 
Bei insgesamt 55 Kindern konnte eine Aussage bezüglich des 
immunologischen MRD-Befundes gemacht werden. Bei einem Kind, welches 
morphologisch als Nonresponder beurteilt wurde, konnten wegen schlechter 
Qualität des KM keine Aussagen über den MRD-Status gemacht werden.  
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In Abbildung 23 sind die Beziehungen zwischen immunologischem 
MRD-Befund und klinischem Verlauf dargestellt bei den untersuchten Kindern 
der AML-BFM-98-Studie graphisch dargestellt. Als MRD-positiv wurden 
26/55 Kinder (47,3 %) eingestuft. Von diesen 26 Kinder erlitten 8 Kinder 
(30,8 %) ein Rezidiv, 3 Kinder (11,5 %) waren Nonresponder oder partielle 
Responder (NR/PR) und 15 Kinder (57,7 %) befinden sich in anhaltender CCR. 
Von den 29 als MRD-negativ eingestuften Kindern, erlitten 5 Kinder (17,2 %) 
ein Rezidiv, 1 Kind war partieller Responder und 23 Kinder (79,3 %) befinden 
sich in anhaltender CCR. Die Rezidiv-Rate bei den MRD-positiven Kindern ist 
also im Vergleich zu den MRD-negativen Kindern 1,8-fach erhöht. 
 





Rez NR/PR CCR Rez NR/PR CCR
8 3 15 5 1
30,8% 11,5% 57,7% 17,2% 3,4% 79,3%
Tod Tod Tod Tod Tod Tod
4 1 0 2 0 2
23
Abbildung 23: Beziehungen zwischen immunologischem MRD-Befund und klinischem 
Verlauf bei 55 Kindern* der AML-BFM-98-Studie 
* bei 1 Kind waren die immunologischen Untersuchungen nicht auswertbar; MRD-pos = Kinder 
mit LAIPs oberhalb des jeweiligen Cut-Off-Werts zu > 1 KMP-Zeitpunkt; MRD-neg = Kinder mit 
LAIPs oberhalb des jeweiligen Cut-Off-Wertes zu ≤ 1 KMP-Zeitpunkt 
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Das ereignisfreie Überleben (EFS) der 55 Kinder ist in Abhängigkeit vom 
immunologischen MRD-Befund in Abbildung 24 dargestellt. Die 
Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens (pEFS) nach 24 Monaten 
beträgt für die MRD-negativen Kinder 0,66 (Standardfehler: SE = 0,11) 
wohingegen die MRD-positiven Kinder eine pEFS von 0,40 (SE = 0,18) haben. 
Der Log-rank-Test zeigt zwar keinen statistisch signifikanten Unterschied 
(p = 0,19), jedoch ist tendenziell zu erkennen, dass bei den Kindern mit 
positivem immunologischem MRD-Befund die Wahrscheinlichkeit des 
ereignisfreien Überlebens geringer ist, als bei den Patienten mit negativem 
MRD-Befund.  
 
0,66 (SE = 0,11)
MRD neg. (n = 29; 8 events)
0,40 (SE = 0,18)
MRD pos. (n = 26; 11 events)
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Abbildung 24: Ereignisfreies Überleben (EFS) der Kinder gruppiert nach 
immunologischem MRD-Befund 
SE = Standard-Error (Standardfehler) 
event = NR/PR, Rezidiv, Tod 
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Der Einfluss des immunologischen MRD-Ergebnisses auf das ereignisfreie 
Überleben wurde mit der Methode der Cox-Regression untersucht. Wie in 
Tabelle 19 dargestellt, haben weder der immunologische Nachweis der MRD 
noch die Risikoeinteilung einen signifikanten Einfluss auf das EFS, wenngleich - 
auf Grund des kleineren p-Wertes - der MRD-Befund eine etwas größere Rolle 
zu spielen scheint. 
 
 Risk Ratio 95-%-Konfidenzintervall p 
MRD 1,74 0,69 - 4,39 0,238 
Risikoeinteilung 1,37 0,39 - 4,81 0,622 
Tabelle 19: Einfluss der immunolgischen MRD-Ergebnisse bzw. der Risikoeinteilung auf 
das EFS (Cox-Regression) 
 
In der Gruppe der 26 MRD-positiven Kinder traten 8 Rezidive innerhalb einer 
Zeitspanne vom Tag der Diagnose bis zum Tag des Rezidivs von im Median 
6,2 Monaten (Spannweite: 3,9 - 22,3 Monate) auf, wobei 6/8 Kinder (75 %) 
innerhalb der ersten 7 Monate ein Rezidiv erlitten. Bei den 29 MRD-negativen 
Kindern (Kinder mit Rezidiv: n = 5) beträgt die Zeitspanne bis zum Rezidiv  im 
Median 10,0 Monate (Spannweite: 8,0 – 20,4 Monate). Die Kinder mit positivem 
immunologischen MRD-Befund zeigen also die Tendenz zu frühen Rezidiven 
(innerhalb des ersten Jahres nach Diagnosestellung), wenngleich der 
Unterschied der Mediane bis zum Auftreten des Rezidivs mit p = 0,09 nicht das 
Signifikanzniveau von 5 % erreicht (s. Tabelle 20).  
 
 ngesamt nRezidiv Median [Monate] 
Spannweite 
[Monate] p 
MRD-positiv 26 8 6,2 3,9 – 22,3 
MRD-negativ 29 5 10,0 8,0 – 20,4 
0,09 




Abbildung 25 zeigt die graphische Darstellung der kumulativen Inzidenz der 
Rezidive innerhalb der Gruppen der MRD-positiven bzw. MRD-negativen 
Kinder. Diese ist mit 0,48 (SE = 0,22) nach 2 Jahren innerhalb der Gruppe der 
MRD-positiven Kinder größer als in der Gruppe der MRD-negativen Kinder mit 
0,24 (SE = 0,12). Betrachtet man die kumulative Inzidenz der frühen Rezidive, 
so ist kein statistisch signifikanter Unterschied festzustellen (p = 0,26), 
wenngleich auch hier deutlich wird, dass die MRD-positiven Kinder tendenziell 
früher rezidivieren, als die Kinder mit negativem immunologischen MRD-
Befund. 
 
MRD neg. (n = 29; 5 Rezidive)














0,48 (SE = 0,22)
0,24 (SE = 0,12)
Jahre
p = 0,26 
Abbildung 25: Kumulative Inzidenz von Rezidiven gruppiert nach immunologischem 
MRD-Befund 





Von den 33 molekulargenetisch untersuchten Kindern wurden 32 Kinder gemäß 
des Therapieprotokolls der AML-BFM-98-Studie behandelt. Lediglich bei einem 
Kind wurden nach dem HAM-Block 3 abweichende Therapieblöcke 
(Amsa/VP-16/Pred; MTX/CY/TG; IDA/FLAG) verabreicht. 6 Kinder erlitten 
innerhalb eines medianen Zeitraums von 12 Monaten (Spannweite 
8 - 24 Monate) ein Rezidiv: während der Dauertherapie n = 4, 4 Monate nach 
KMT n = 1 und 1,5 Jahre nach KMT n = 1. Insgesamt wurde bei 8 Kindern 
(24,2 %) eine KMT/SZT durchgeführt: nach Kons I: n = 1, nach haM oder 
Kons II: n = 2, nach HD/VP-16: n = 1, während der Dauertherapie: n = 1, nach 
IDA-FLAG: n = 1, nach zwei Blöcken Rezidiv-Therapie: n = 2. 
 
4.4.1 Ergebnisse an KMP-Zeitpunkt 1 (Tag 15) 
Es konnten Proben von 16 der 33 Kinder (48,5 %) zum KMP-Zeitpunkt 1 
untersucht werden. Bei 12 der 16 Proben (75,0 %) konnte das bei Diagnose 
nachgewiesene genetische Rearrangement detektiert werden, bei 2 Proben war 
es nicht mehr nachweisbar und 2 Proben waren nicht auswertbar. 
 
4.4.2 MRD-Level und klinischer Verlauf 
Auf Grund der geringen Anzahl an untersuchten Kinder für die einzelnen 
Gen-Rearrangements bzw. der Kinder mit Rezidiv kann die Darstellung des 
Einflusses der qualitativen molekulargenetischen Untersuchungen nicht anhand 
des ereignisfreien Überlebens (EFS) erfolgen. Deshalb wird im folgenden die 
Anzahl der Kinder mit Rezidiv bezogen auf die Kinder mit positivem und 
negativem Nachweis des untersuchten Gen-Rearrangements zu den einzelnen 
KMP-Zeitpunkten graphisch dargestellt. 
4.4.2.1 AML1/ETO 
Es konnte bei 16 Kindern das Fusionsgen AML1/ETO als Marker für die 
Detektion der minimalen Resterkrankung genutzt werden. Bei 13 Kindern 
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konnte bei Diagnosestellung AML1/ETO (AML1/ETO+) nachgewiesen werden. 
Von 2 Kindern war zum Zeitpunkt der Diagnose keine KM-Probe verfügbar. Die 
Verlaufsproben wurden dennoch auf Grund der morphologisch eindeutigen 
AML-M2 auf das Vorliegen des AML1/ETO-REARs untersucht. Mindestens eine 
KM-Probe der beiden Kinder war im Verlauf AML1/ETO+. 1 Kind mit initial 
AML1/ETO-negativer AML-M2 war zum KMP-Zeitpunkt 3 auch AML1/ETO-. 
Während der Dauertherapie erlitt das Kind ein Rezidiv, wobei zu diesem 
Zeitpunkt keine molekulargenetische Untersuchung durchgeführt wurde. Dieses 
Kind wurde nicht für die Beurteilung der MRD berücksichtigt. Von den 
15 beurteilbaren Kindern erlitten 2 ein Rezidiv; beide starben. Bei 1 Kind waren 
alle Verlaufsproben während der Therapie und die des Rezidivs AML1/ETO+. 
Bei dem zweiten Kind (ohne Untersuchung bei Diagnose) war die KM-Probe 
zum KMP-Zeitpunkt 3 AML1/ETO-, aber die zum KMP-Zeitpunkt 5 (4 Monate 
vor KMT) und zum Rezidiv (4 Monate nach KMT) AML1/ETO+. Nach einer 
medianen Beobachtungszeit von 30 Monaten (Spannweite 10 - 43 Monate) 
befinden sich 13 Kinder in anhaltender CCR (s. Tabelle 21). 
 
  KMP-Zeitpunkt  
Pat. Diagnose 1 2 3 4 5 6 7 8 Status 
LA 29.06.2000 pos pos neg pos pos pos pos pos CCR 
MB 19.05.2000 pos pos pos pos pos  neg  CCR 
LC 09.06.2000 pos pos pos  pos    CCR 
MD* 19.07.2000   neg      Rez 
TD 22.04.2000 pos pos pos pos pos   pos CCR 
AG 04.08.1999 pos  neg      CCR 
RG 20.08.1998  neg neg  neg    CCR 
DH 01.07.1998   neg      CCR 
SH 04.12.1999 pos pos pos pos pos    Rez 
RH 15.01.1999   neg  pos    Rez 
PK 26.05.1999  pos neg neg neg neg   CCR 
SK 12.03.2001 pos pos pos  pos pos   CCR 
MP 29.10.1998   neg     neg CCR 
TR 23.09.1998 pos pos pos   neg  neg CCR 
VR 28.12.1998 pos pos neg neg neg pos  neg CCR 
MS 24.03.2000 pos pos   neg neg   CCR 
Tabelle 21: Übersicht über die Ergebnisse der AML1/ETO-PCR-Untersuchungen 




AML1/ETO+ waren 9/9 der untersuchten KM-Proben zu KMP-Zeitpunkt 1 sowie 
9/10 der untersuchten KM-Proben zum KMP-Zeitpunkt 2. An den folgenden 
KMP-Zeitpunkten 3 bis 7 waren zwischen 42 und 60 % der KM-Proben 
AML1/ETO+, an KMP-Zeitpunkt 8 (Ende der Dauertherapie) noch ein Drittel der 
KM-Proben AML1/ETO+(s. Abbildung 26). 
 
Nachweisbarkeit von AML1/ETO gruppiert nach KMP-





























Das Fusionsgen CBFß/MYH11 war bei 7 Kindern initial nachweisbar und 
konnte als MRD-Marker dienen. Ein Kind rezidivierte nach 11 Monaten und 
starb 2 Monate nach der KMT. Das Gen-Rearrangement CBFß/MYH11 war bei 
diesem Kind an den KMP-Zeitpunkten 2 - 5 nachweisbar (CBFß/MYH11+), am 
KMP-Zeitpunkt 6 nicht nachweisbar (CBFß/MYH11-). 1 Kind mit initial 
nachweisbarem CBFß/MYH11-Rearrangement wurde nach dem HAM-Block 
abweichend vom AML-BFM-98-Therapieprotokoll behandelt. Die KM-Probe 
zum KMP-Zeitpunkt 2 war nicht eindeutig beurteilbar, die KM-Probe vor dem 
dritten abweichenden Therapieblock war CBFß/MYH11+. Die anderen 5 Kinder 
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befanden sich nach einer medianen Beobachtungszeit von 26 Monaten 
(Spannweite 15 - 39 Monate) in anhaltender CCR (s. Tabelle 22). 
 
  KMP-Zeitpunkt  
Pat. Diagnose 1 2 3 4 5 6 7 8 Status 
JH 31.08.2000   pos pos neg    CCR 
AK 02.11.1998  pos neg      CCR 
JL 28.08.1998  pos pos pos pos neg   Rez 
PS 31.10.1998  pos neg  neg neg  n.a. CCR 
KS 17.11.1999 neg neg neg      CCR 
MS 12.10.2000 pos pos neg neg neg    CCR 
DS* 15.01.1999  n.a.   pos    CCR 
Tabelle 22: Übersicht über die Ergebnisse der CBFß/MYH11-PCR-Untersuchungen 
* Kind mit abweichender Therapie nach dem HAM-Block: Amsacrin-VP16-Prednisolon; 
Methotrexat-Cyclophosphamid-Thioguanin; IDA-FLAG 
 
An den KMP-Zeitpunkten 1 und 4 waren jeweils 1 Kind CBFß/MYH11+ und 
1 Kind CBFß/MYH11-. Am KMP-Zeitpunkt 2 waren 3/4 Kindern CBFß/MYH11+, 
während an den KMP-Zeitpunkten 3 und 5 jeweils 1/5 bzw. 1/4 Kindern 
CBFß/MYH11+ waren. Am KMP-Zeitpunkt 6 war das einzige untersuchte Kind 
ohne Rezidiv CBFß/MYH11- (s. Abbildung 27). 
 
Nachweisbarkeit von CBFß/MYH11 gruppiert nach KMP-






















Ein MLL-Rearrangement (MLL-REAR) konnte bei Diagnose bei 10 Kindern 
nachgewiesen werden. Insgesamt erlitten 2 Kinder ein Rezidiv: 1 Kind 
rezidivierte nach 11 Monaten, allerdings konnte zu keinem der 4 untersuchten 
KMP-Zeitpunkte während der AML-BFM-98-Therapie ein MLL-REAR 
nachgewiesen werden (MLL-REAR-); von dem anderen Kind mit initial 
nachweisbarem MLL/AF9-Rearrangement war die einzige vor erfolgter 
Transplantation untersuchte KM-Probe zum KMP-Zeitpunkt 3 nicht eindeutig 
beurteilbar. Nach erfolgter KMT waren alle KM-Proben bis einschließlich ein 
Jahr nach KMT MLL/AF9-, dennoch rezidivierte das Kind 1,5 Jahre nach KMT. 
Bei 1 Kind, das sich in anhaltender CCR befindet, waren keine der beiden 
KM-Untersuchungen auswertbar. Von den anderen 7 Kinder starb 1 Kind 
4 Monate nach Diagnosestellung in CCR, die anderen 6 Kinder befinden sich in 
anhaltender CR (s. Tabelle 23).  
 
  KMP-Zeitpunkt  
Pat. Diagnose 1 2 3 4 5 6 7 8 Status 
LB 20.03.2000 neg neg neg  neg    Rez 
CB* 09.12.1999   n.a.      Rez 
JB 30.01.2001   neg   neg   CCR 
CH 31.01.2001  pos pos pos pos pos   CCR 
AJ 25.09.1998  neg neg      Tod in CCR 
MK 02.01.1999 pos neg       CCR 
JS* 03.11.2000   n.a.   n.a.   CCR 
CS 20.09.1999  neg neg      CCR 
OS 15.07.1999  neg n.a.      CCR 
GJ 30.03.2001  pos neg  neg neg   CCR 
Tabelle 23: Übersicht über die Ergebnisse der MLL-Rearrangement-PCR-Untersuchungen 
* Kinder mit nicht beurteilbaren Untersuchungs-Ergebnissen 
 
An den KMP-Zeitpunkten 1 und 4 konnten jeweils nur 2 bzw. 1 KM-Probe 
untersucht werden, beide waren MLL-REAR-. An den KMP-Zeitpunkten 2 und 3 
konnte bei 2/7 bzw. 1/6 KM-Proben ein MLL-REAR nachgewiesen werden 
(MLL-REAR+). An den KMP-Zeitpunken 5 und 6 waren 1/3 KM-Proben 
MLL-REAR+ (s.  Abbildung 28). 
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Nachweisbarkeit von MLL-REARs gruppiert nach KMP-



















 Abbildung 28: Nachweisbarkeit von MLL-Rearrangements gruppiert nach KMP-Zeitpunkt 
und späterem Rezidiv 
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4.5 Quantitative RT-PCR 
Die 15 Kinder, von denen neben der quantitativen RT-PCR-Untersuchung zum 
Zeitpunkt der Diagnose mindestens 2 Analysen während der Therapie 
durchgeführt werden konnten, wurden alle gemäß des Therapieprotokolls der 
AML-BFM-98-Studie behandelt. Bei 8 Kindern wurde die Diagnose der AML 
nach dem 31.3.2001 gestellt, so dass sie nicht der Patientengruppe 
Molekulargenetik angehören. Nach einem Beobachtungszeitraum von 
11 Monaten (Spannweite 3 - 23 Monate) bzw. einem EFI von 9 Monaten 
(Spannweite 1 - 20 Monate) befinden sich 13 Kinder in anhaltender 1. CR und 
2 Kinder erlitten 8 bzw. 12 Monate nach Diagnosestellung ein Rezidiv. Bei 
keinem Kind wurde eine KMT/SZT durchgeführt.  
 
Bei Diagnose waren bei den 15 Kindern im Median 9 422 Kopien (Spannweite 
5 188 - 35 701 Kopien) des AML1/ETO-Rearrangements nachweisbar. Bei 
1 Kind mit Rezidiv konnten zum Zeitpunkt der Diagnose 5 622 Kopien des 
AML1/ETO-REARs nachgewiesen werden, am Tag 15 wurde eine Reduktion 
um 0,5 -1 Log-Stufen auf 1 400 Kopien nachgeweisen. Vor dem HAM-Block 
(KMP-Zeitpunkt 2) konnte keine Veränderung festgestellt werden (716 Kopien), 
während vor dem AI-Block (KMP-Zeitpunkt 3) eine Reduktion um 
0,5 - 1 Log-Stufen auf 92 Kopien festgestellt wurde. Ein Anstieg um 
0,5 - 1 Log-Stufen auf 439 Kopien wurde vor dem HD/VP-Block gefunden. Zum 
Zeitpunkt des Rezidivs (65 Tage nach der letzten KMP vor dem HD/VP-Block) 
wurde wiederum ein Anstieg um 0,5 - 1 Log-Stufen auf 4 176 Kopien 
nachgewiesen. 
 
Bei dem zweiten Kind mit Rezidiv wurden zum Zeitpunkt der Diagnose 
9 241 Kopien des AML1/ETO-REARs nachgewiesen. Die nächsten 
molekulargenetischen Untersuchungen konnten erst zum KMP-Zeitpunkt 5 (vor 
HD/VP) und 6 (vor Dauertherapie) durchgeführt werden. Zu beiden Zeitpunkten 
war das AML1/ETO-REAR mit der Methode der quantitativen RT-PCR nicht 
nachweisbar. Zum Zeitpunkt des Rezidivs (183 Tage nach der letzten KMP) 
waren 249 Kopien nachweisbar. 
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Die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR-Untersuchungen sind in Abbildung 
29 graphisch dargestellt. Dabei wurde für jedes Kind in halblogarithmischer 
Darstellung die Anzahl der AML1/ETO-Kopien pro 10 000 Kopien ABL gegen 
den KMP-Zeitpunkt aufgetragen. Ein negatives Ergebnis (0 Kopien des 
AML1/ETO-REARs) wurde als 0,01 dargestellt. Die Verläufe der Kinder mit 










































Abbildung 29: Quantitative RT-PCR des AML1/ETO-Rearrangements 
 
Abbildung 30 zeigt den Ausschnitt bis zum KMP-Zeitpunkt 5. Hier ist deutlicher 
der Unterschied zwischen dem Kind mit Rezidiv und den anderen Kindern zu 
erkennen. Zu den KMP-Zeitpunkten 2 und 3 liegt die Anzahl der 
AML1/ETO-Kopien des Kindes mit Rezidiv deutlich oberhalb derer der Kinder 
ohne Rezidiv. Lediglich bei einem Kind sind geringfügig mehr Kopien des 
AML1/ETO-REARs zum KMP-Zeitpunkt 2 nachgewiesen worden. Bei diesem 
Kind erfolgte aber im Gegensatz zu dem Kind mit Rezidiv zum folgenden 
KMP-Zeitpunkt ein deutlicher Abfall des AML1/ETO-REARs. 
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Quantitative RT-PCR des AML1/ETO-REARs 





































Abbildung 30: Quantitative RT-PCR des AML1/ETO-Rearrangements (bis 
KMP-Zeitpunkt 5) 
 
Die statistischen Kennzahlen der Anzahl der Kopien des 
AML1/ETO-Rearrangements pro 10 000 Kopien des ABL-Gens sowie dessen 
Reduktion (gruppiert nach Log-Stufen) verglichen mit der vorherigen 
Untersuchung bei den Kindern ohne Rezidiv sind in Tabelle 24 dargestellt. 
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KMP-Zeitpunkt D 1 2 3 4 5 
Anzahl AML1/ETO-Kopien pro 10 000 Kopien ABL  
Median 9460 3789 62 4 3 1 
Minimum 5188 793 0 0 1 0 
Maximum 35701 10109 994 24 5 30 
Reduktion der AML1/ETO-Kopien im Vergleich zur vorherigen 
Untersuchung 
< 0,5 
Log-Stufen --- 5 0 1 2 4 
0,5 – 1 
Log-Stufe --- 4 3 1 1 1 
> 1 Log-Stufe --- 3 9 6 1 0 
Tabelle 24: Beschreibung und Reduktion der Anzahl der AML1/ETO-Kopien bei den 
Kindern ohne Rezidiv 
 
Bei den Kindern ohne Rezidiv ist die stärkste Reduktion der Kopien des 
AML1/ETO-REARs zum KMP-Zeitpunkt 2 zu beobachten. So konnte bei 10/12 
der zum KMP-Zeitpunkt 2 untersuchten Kinder eine Reduktion des 
AML1/ETO-REARs um mindestens einmal > 1 Log-Stufe nachgewiesen 
werden. Bei keinem Kind lag die Reduktion am KMP-Zetipunkt 1 oder 2 unter 
0,5 Log-Stufen. Der Median lag bei 62 Kopien des AML1/ETO-REARs. Bis zum 
KMP-Zeitpunkt 3 konnte bei allen untersuchten Kindern (n = 12) eine Reduktion 
des AML1/ETO-REARs um mindestens einmal > 1 Log-Stufe nachgewiesen 
werden. Der Median lag zu diesem Zeitpunkt bei 4 Kopien des 
AML1/ETO-REARs. Zu den darauf folgenden KMP-Zeitpunkten 4 und 5 lagen 
die Mediane bei 1 bzw. 3 Kopien des AML1/ETO-REARs. Deshalb war bei der 







Untersucht wurde der Einfluss der morphologischen KM-Untersuchungen bei 
den 85 Kindern, bei denen die immunologische und/oder molekulargenetische 
Bestimmung der minimalen Resterkrankung erfolgte. Berücksichtigt wurden 
einerseits das ereignisfreie Überleben, wobei als events die Faktoren 
Nonresponse, Rezidiv oder Tod in die Analyse eingingen und andererseits die 
kumulative Rezidiv-Inzidenz sowie die Rezidiv-Rate, jeweils gruppiert nach dem 
Vorliegen von morphologisch < oder ≥ 5 % Blasten an den verschiedenen 
KMP-Zeitpunkten. 
 
Die Rezidiv-Rate ist bei den 6/11 (54,5 %) Kindern mit ≥ 5 % Blasten (morph+) 
zum KMP-Zeitpunkt 1 signifikant größer als bei den 11/68 Kindern (16,2 %) mit 
< 5 % Blasten (morph-). Die morphologischen Ergebnisse der folgenden 
KMP-Zeitpunkte haben keine statistisch signifikante Relevanz bezüglich des 
Auftretens eines späteren Rezidivs (Tabelle 25).  
 
morphologisches Ergebnis KMP-
Zeitpunkt  < 5 % (%) ≥ 5 % (%) 
Rezidiv 11 (16,2) 6 (54,5) 1 
kein Rezidiv 57  5  
Rezidiv 10 (17,2) 4 (26,7) 2 
kein Rezidiv 48  11  
Rezidiv 12 (19,7) 0 (0,0) 3 
kein Rezidiv 49  7  
Rezidiv 5 (17,2) 0 (0,0) 4 
kein Rezidiv 24  1  
Rezidiv 10 (23,3) 0 (0,0) 5 
kein Rezidiv 33  0  
Rezidiv 1 (4,5) 0 (0,0) 6 
kein Rezidiv 21  0  
Rezidiv 0 (0,0) 0 (0,0) 7 
kein Rezidiv 11  0  




Verdeutlicht werden diese Ergebnisse im folgenden durch die Darstellung des 
ereignisfreien Überlebens (EFS) und der kumulativen Rezidiv-Inzidenz bezogen 
auf das Vorliegen von morphologisch < oder ≥ 5 % Blasten. Wenngleich zum 
KMP-Zeitpunkt 1 bezüglich des EFS mit p = 0,10 sowie der kumulativen 
Rezidiv-Rate mit p = 0,08 (nach 1 Jahr) das Signifikanzniveau von 5 % nicht 
erreicht wird, so ist doch zu erkennen, dass die Kinder mit ≥ 5 % Blasten im KM 
ein niedrigeres EFS und eine höhere kumulative Rezidiv-Inzidenz aufweisen (s. 
Abbildung 31 und Abbildung 32). 
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Abbildung 31: Ereignisfreies Überleben gruppiert nach dem morphologischen Ergebnis 
an KMP-Zeitpunkt 1 
(event = Nonresponse, Rezidiv, Tod) 
< 5 % Blasten (n = 68, 11 Rezidive)
















0,55 (SE = 0,15)
0,20 (SE = 0,06)
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2
Abbildung 32: Kumulative Rezidiv-Inzidenz gruppiert nach dem morphologischen 
Ergebnis an KMP-Zeitpunkt 1 
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Bei der Betrachtung des ereignisfreien Überlebens gruppiert nach dem 
morphologischen Ergebnis zum KMP-Zeitpunkt 2 zeigt sich, dass die Kinder mit 
≥ 5 % Blasten im KM eine statistisch signifikant geringere Wahrscheinlichkeit 
des EFS haben, als die Kinder mit < 5 % Blasten im KM (s. Abbildung 33).  
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Abbildung 33: Ereignisfreies Überleben gruppiert nach dem morphologischen Ergebnis 
an KMP-Zeitpunkt 2 
(event = Nonresponse, Rezidiv, Tod) 
 
Dieses Ergebnis beruht im Wesentlichen auf dem Anteil an Nonrespondern mit 
morphologisch nachweisbaren Blasten (3/7 events), wie am Abfall der Kurve 
am Tag 0 auf 0,80 zu erkennen ist. Deutlicher wird diese Tatsache beim 
Vergleich der kumulativen Rezidiv-Inzidenzen der beiden Gruppen. Mit p = 0,86 
(nach 1 Jahr) konnte hier kein Unterschied festgestellt werden (s. Abbildung 
34). Das bedeutet also, dass mit Hilfe von morphologischen 
KM-Untersuchungen zum KMP-Zeitpunkt 2 nicht zwischen Kindern mit und 
ohne Rezidiv-Risiko zu unterscheiden ist. 
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< 5 % Blasten (n = 58, 10 Rezidive)
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Abbildung 34: Kumulative Rezidiv-Inzidenz gruppiert nach dem morphologischen 
Ergebnis an KMP-Zeitpunkt 2 
 
Auf Grund der geringen Anzahl der morph+-Kinder zu den folgenden 
KMP-Zeitpunkten 3 bis 8, ist es nicht sinnvoll, das EFS bzw. die kumulativen 
Rezidiv-Inzidenzen zu analysieren. Anhand der in Tabelle 25 
zusammengefassten Ergebnisse lässt sich aber ablesen, dass zu den 
KMP-Zeitpunkten 3 bis 5 ein Anteil von 17,2 % - 23,3 % der morph--Kinder 
rezidivierten. Wohingegen 0/7 morph+-Kinder zum KMP-Zeitpunkt 3 ein Rezidiv 
erlitten. Die Ergebnisse von morphologischen KM-Untersuchungen sind 
demnach - mit Ausnahme der Untersuchungen zum KMP-Zeitpunkt 1 - nicht 
geeignet, auf den klinischen Verlauf zu schließen. 
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5 Diskussion  
5.1 Etablierung und Standardisierung des 4-Farb-Konsensus-Panels 
Für die Untersuchung der minimalen Resterkrankung bei der AML ist es 
notwendig, kleinste Anteile an malignen leukämischen Blasten innerhalb 
gesunder Zellen zu identifizieren. Die immunologische Unterscheidung maligner 
und gesunder Zellen im KM kann umso zuverlässiger erfolgen, je mehr 
Informationen über Größe, Granularität und Antigenexpression zur Verfügung 
stehen. Da es bisher noch keine Empfehlungen für die immunologische 
Detektion der minimalen Resterkrankung bei Kindern mit akuter myeloischer 
Leukämie gibt, wurde ein 4-Farb-Konsensus-Panel zur Detektion der MRD bei 
den Kindern der Studie AML-BFM 98 entwickelt. Die Güte dieses Panels wurde 
durch Untersuchungen zur Spezifität und Sensitivität bestimmt.  
 
Die ersten publizierten Vorschläge zur immunulogischen Charakterisierung 
akuter Leukämien durch Immunfluoreszenz der britischen „General 
Haematology Task Force of BCSH“ aus dem Jahr 1994 beruhen auf der 
Detektion von jeweils einem Antigen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops 
bzw. der Detektion von einem oder zwei Antigenen durch Ein- oder 
Zwei-Farb-Durchflusszytometrie. Danach sollte in einem ersten Schritt mit Hilfe 
von zehn monoklonalen Antikörpern zunächst eine Unterscheidung in AML oder 
ALL der B- bzw. T-Zell-Linie erfolgen.  
 
 AML:     CD33, cytCD13, cytMPO 
 ALL der B-Zell-Linie:   CD13, zytCD22, CD10 
 ALL der T-Zell-Linie:   CD7, zytCD3, CD2 
 gemeinsam:   TdT 
 
In einem zweiten nicht essentiellen Schritt bestünde anschließend die 
Möglichkeit unterschiedliche Subtypen der AML respektive ALL zu erfassen, 
allerdings mit der Einschränkung, dass nur wenige Subtypen erkannt werden 
könnten(44). 
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Terstappen et al. konnten zeigen, dass die Durchflusszytometrie bei der 
Leukämiediagnostik in der Mehrzahl der Fälle eine Zuordnung zur myeloischen 
oder lymphatischen Zelllinie allein anhand der FSC/SSC-Signale erlaubt. So 
zeigten in einer Untersuchung von 70 Patienten mit akuten Leukämien die 
Blasten aller Patienten mit ALL (n = 7) und akuter undifferenzierter Leukämie  
(AUL; n = 3) sowohl ein geringes FSC- als auch ein SSC-Signal, ebenso die 
Blasten der Mehrzahl (6/7) der AML-M1-Patienten sowie aller Patienten mit 
AML-M6 (n = 4). Die Blasten der Patienten mit anderen AML-Subklassen 
zeigten intermediäre, respektive hohe FSC/SSC-Signale(142).  
 
Die EGIL-Gruppe machte 1995 Vorschläge für die immunologische 
Klassifizierung akuter Leukämien, die sowohl eine Unterscheidung zwischen 
AML und ALL, als auch eine weitere Subklassifizierung, insbesondere bei den 
ALLs und bei den AML-M0, AML-M6 und AML-M7 ermöglichen(7). Die deutsche 
„Working Group on Flow Cytometry and Image Analysis“ erarbeitete im Jahr 
1996 ein Konsensus-Protokoll für die Immunphänotypisierung 
hämatopoetischer Erkrankungen mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Dieses 
Zwei-Farb-Panel besteht ebenfalls aus zwei Stufen, wobei das Primärpanel 
14 monoklonale Antikörper umfasst. Die Zuordnung zu AML oder ALL der B- 
bzw. T-Zell-Linie kann in 98 % der Fälle allein über den Nachweis von MPO 
plus CD13/CD33 für die AML, CD79 plus CD19 für die ALL der B-Zell-Linie und 
CD3 plus CD7 für die ALL der T-Zell-Linie erfolgen. Zur weiteren 
Subklassifizierung werden weitere linienspezifische monoklonale Antikörper 
eingesetzt (s. Tabelle 26). Es wird allerdings vorgeschlagen, zukünftig ein 
gemeinsames Drei-Farb-Panel für AML und ALL zu verwenden, um den Zeit- 
und Planungsaufwand zu reduzieren, wenn auch die Kosten auf Grund der 
größeren Anzahl an monoklonalen Antikörpern höher sind(114). 
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Ig kappa CD19 bei IgM+ Zellen 
Ig lambda CD19 








bei CD61+ Zellen CD41 CD42b 




ALL der T-Zell-Linie 
CD34 CD5 
bei CD3+ Zellen TCR γ/δ TCR α/β 
Tabelle 26: Konsensus-Panel für die Immunphänotypisierung akuter Leukämien  
(nach (114)) 
 
Im Jahr 1997 wurden die US-amerikanischen und kanadischen 
Konsensus-Empfehlungen für die immunologische Analyse hämatologischer 
Neoplasien mit Hilfe der Durchflusszytometrie veröffentlicht. Auf Grund des 
bisher unzureichenden Kenntnisstandes bezüglich der Immunphänotypisierung 
hämatopoetischer Erkrankungen wurden lediglich Vorschläge für die Auswahl 
der monoklonalen Antikörper, den Aufbau von Zwei- und Drei-Farb-Panels und 
den methodischen Ablauf gemacht. Diese Vorschläge entsprachen im 
Wesentlichen denen der deutschen Arbeitsgruppe. Jedes Labor sollte daraus 
ein individuelles Panel erstellen, da zu diesem Zeitpunkt noch kein minimales 
Panel zur Beantwortung aller klinisch relevanten Fragen zur Verfügung 
stand(138). Bassoe et al. beschreiben im Jahr 2001 ein 4-Farb-Panel für die 
Charakterisierung von akuten myeloischen Leukämien mit den bekannten 
monoklonalen Antikörpern(6). 
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 Die Antigen-Expression von AML-Blasten im KM kann durch den Prozentsatz 
der Zellen, die das entsprechende Antigen exprimieren, durch die Antigendichte 
und durch die Antigen-Verteilung auf den leukämischen Zellen beschrieben 
werden(145). Typischerweise werden nicht-myeloische Antigene homogener 
exprimiert als myeloische (CD11b, CD11c, CD14, CD15). Die aberrante 
Expression von NK-Zell- oder lymphatischen Antigenen ist nicht mit einem 
bestimmten morphologischen oder immunologischen Differenzierungsgrad 
assoziiert(157). Blasten von Patienten mit AML können in der Regel einem der 
drei Muster aberranter Antigen-Expression zugeordnet werden(78,107,145): 
 
1. Expression nicht-myeloischer Antigene (z.B. CD2, CD5, CD7, CD19) 
2. asynchrone Expression früher und später myeloischer Antigene (z.B. 
CD15/CD34+, CD15/CD117+, CD13+/CD33-) 
3. Überexpression myeloischer Antigene (CD13, CD33, CD15, CD14) 
 
Terstappen et al.(145) beschreiben noch eine vierte Gruppe aberranter Antigen-
Expression: 
 
4. keine Expression von myeloischen Antigenen 
 
Bei der AML werden ausschließlich Antigene exprimiert, die ebenfalls auf 
gesunden Zellen des Knochenmarks vorkommen. Es werden also keine 
möglicherweise leukämiespezifischen Antigene exprimiert, deren Nachweis auf 
das Vorliegen einer AML schließen ließe. Eine Unterscheidung myeloischer 
Blasten von gesunden hämatopoetischen Zellen ist deshalb nur über das 
Expressionsmuster (asynchrone oder aberrante Expression) von Antigenen 
möglich. Für die immunulogische Diagnose einer AML ist die Ein- oder 
Zwei-Farb-Durchflusszytometrie mit einer kleinen Auswahl an monoklonalen 
Antikörpern ausreichend. Da die malignen Blasten bei Diagnosestellung 
gegenüber normalen KM-Zellen überwiegen, ist allein durch die Quantifizierung 
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einzelner Oberflächenantigene und/oder durch typische FSC/SSC-Signale eine 
Unterscheidung und Charakterisierung möglich.  
 
Eine eindeutige Zuordnung eines leukämie-assoziierten Immunphänotyps 
(LAIP) zu einer FAB-Subklasse bei der AML ist in den meisten Fällen nicht 
möglich, allerdings kann eine gewisse Korrelation einzelner Antigene mit 
morphologischen Subtypen festgestellt werden(29,116,134). Die Korrelation der 
FAB-Subklasse zur Antigen-Expression ergab, dass die leukämischen Blasten 
von mehr als 95 % der Kinder die pan-myeloischen Antigene CD13, CD33, 
HLA-DR sowie CD38 exprimierten. Rückschlüsse der Antigen-Expression auf 
die FAB-Klassifizierung erlauben nur wenige Antigene. Im einzelnen sind das 
die plättchen-assoziierten Antigene CD41 und CD61 für eine AML-M7, das mit 
der roten Reihe assoziierte Antigen GlyA für eine AML-M6, das 
NK-Zell-assoziierte Antigen CD56 für eine AML-M7 oder AML-M5 sowie das mit 
dem MLL-Rearrangement assoziierte Antigen 7.1 für eine AML-M4 oder 
AML-M5. Alle anderen untersuchten Antigene waren nicht mit einer bestimmten 
morphologischen FAB-Klassifizierung zu korrelieren.  
 
Die Detektion residualer myeloischer Blasten jedoch erfordert eine komplexere 
Methode. Durch die Weiterentwicklung der Technik im Bereich der 
Durchflusszytometrie hin zur 4-Farb-Durchflusszytometrie ist seit einiger Zeit 
die gleichzeitige Bestimmung von 6 Eigenschaften einer Zelle möglich: Größe, 
Granularität und Expression von 4 verschiedenen Antigenen.  
 
Konventionell basieren Untersuchungen zur immunologischen MRD auf dem 
initial exprimierten leukämie-assoziierten Immunphänotyp (LAIP). In jüngster 
Zeit wurden allerdings zahlreiche Berichte über häufig zu beobachtende 
Veränderungen in der Antigenexpression bei Diagnose und Rezidiv 
(Antigen-Shift) des selben Patienten veröffentlicht (4,96,96,147). Bei der 
Untersuchung des Immunphänotyps von 16 Patienten mit AML bei Diagnose 
und im Rezidiv, konnten bei den Blasten von 10 Patienten signifikante 
Veränderungen in der Expression von mindestens einem Marker festgestellt 
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werden(96). Die Auswertung der Immunphänotypen bei Diagnose und im Rezidiv 
von 136 Patienten der „Cancer and  Leukemia Group B (CLGB) Study 8361“ an 
Hand eines Panels von neun mal drei monoklonalen Antikörpern, ergab eine 
Veränderung bei 124 Patienten (91,1 %). Es konnten zwei Arten von 
Veränderungen festgestellt werden, die zum Teil isoliert, zum Teil kombiniert 
bei den Patienten auftraten: einerseits war das Auftreten oder der Verlust 
einzelner Populationen (n = 42), andererseits die zusätzliche Expression oder 
der Verlust einzelner Antigene (n = 108) zu beobachten(4). Ein Trend zu einem 
weniger differenzierten Immunphänotyp im Rezidiv im Vergleich zur Diagnose 
wurde beobachtet(147). Um die falsch negativen MRD-Ergebnisse, die durch 
einen Antigen-Shift hervorgerufen werden können, zu vermeiden, sollte bei 
immunologischen MRD-Untersuchungen also nicht nur der initiale 
Immunphänotyp nachverfolgt werden. Stattdessen ist es sinnvoller, mit Hilfe 
eines umfangreichen Panels die häufigsten Immunphänotypen abzudecken. 
 
Die Auswahl der Antikörperkombinationen für das kombinierte 3- und 
4-Farb-Konsensus-Panel zur Untersuchung der MRD im Rahmen der 
AML-BFM-98-Studie ergibt sich aus folgenden Zielen: 
 
1. Erfassen aberranter Antigen-Expression 
2. Erfassen asynchroner Antigen-Expression 
3. Erzielen reproduzierbarer Ergebnisse durch Anwendung eines 
einheitlichen Panels mit einheitlicher Probenaufbereitung sowie 
festgelegten Antikörpern (Klon, Fluorochrom und Hersteller) 
4. Vermeiden falsch negativer Ergebnisse durch Antigen-Shift durch 
Untersuchung der häufigsten LAIP. 
 
Zur MRD-Bestimmung ungeeignet ist die Charakterisierung von AML-Blasten 
auf Grund einer Überexpression einzelner myeloischer Antigene, da sie nicht 
reproduzierbar analysierbar ist. Mit Hilfe des 4-Farb-Konsensus-Panels konnte 
bei mehr als 90 % der bei Diagnose untersuchten KM-Proben ein 
Immunphänotyp festgelegt werden. 
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 Zur Detektion residualer Blasten ist eine eindeutige und reproduzierbare 
Charakterisierung unerlässlich. Basis der Eingrenzung (gating) möglicher 
residualer Blasten ist die Einführung einer festen Anti-
CD33/CD34-Antikörper-Kombination bei allen LAIPs. Diese Kombination wird 
von etwa 70 - 75 % aller AML exprimiert, CD33 sogar von etwa 90 % der 
AML(29,61) und erleichtert so die Reproduzierbarkeit der Analysen. Der letzte 
Schritt der Quantifizierung der LAIPs (s. 3.5.2) nutzt die Erkenntnisse bezüglich 
der FSC/SSC-Signale leukämischer Blasten. Durch diese festgelegte Strategie 
zur Eingrenzung der LAIPs konnten eine sehr hohe Reproduzierbarkeit und 
eine äußerst geringe Subjektivität bei der Beurteilung - insbesondere durch 
Auswertung durch unterschiedliche Untersucher - erreicht werden. 
 
Ergebnisse zur Spezifitäts-Untersuchung des verwendeten 4-Farb-Panels 
zeigen, dass große Unterschiede bezüglich des Vorkommens der einzelnen 
untersuchten LAIPs in normalen KM-Proben bzw. in KM-Proben von Kindern 
mit micht-myeloischen malignen Erkrankungen bei Diagnosestellung bestehen. 
Es können 3 Gruppen von LAIPs mit geringer, mittlerer und hoher Spezifität 
unterschieden werden. Geringe Spezifität besitzen diejenigen LAIPs mit 
asynchroner Expression „früher“ und „später“ Antigene (CD13/CD33/CD34+, 
CD15/CD33/CD34+ und CD34/CD38/HLA-DR+). Hohe Spezifität zeigen jene 
LAIPs mit aberranter Expression lymphatischer Antigene (CD7, CD10, CD19, 
CD56) sowie des monoklonalen Antikörpers 7.1 in Kombination mit 
CD33/CD34. Die LAIPs mit Expression monozytärer Antigene (CD4, CD11c 
und/oder CD15) in Kombination mit CD33/CD34 bzw. CD13/CD33/CD34 oder 
CD33/CD34/CD117 zeigen eine mittlere Spezifität. Es konnte gezeigt werden, 
dass im regenerierendem KM von Kindern mit nicht-myeloischen malignen 
Erkrankungen die gleichen 3 Spezifitäts-Gruppen der LAIPs bei insgesamt 
etwas geringeren prozentualen Anteilen der einzelnen LAIPs nachweisbar sind. 
 
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde für jeden LAIP ein minimaler 
Grenzwert (Cut-Off-Level) festgelegt. Zur Minimierung falsch-positiver 
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Ergebnisse wurde dieser aus dem Mittelwert plus der doppelten 
Standardabweichung berechnet. Diese Cut-Off-Werte wurden als Grundlage für 
die Beurteilung der KM-Proben hinsichtlich des Vorliegens residualer Blasten 
genutzt.  
 
Die sehr hohe Korrelation (> 0,99) der Konzentration der verdünnten Blasten 
mit dem detektierten LAIP - bis hin zu Konzentrationen von 10-3 bis 10-4 -  im 
Rahmen der Sensitivitäts-Untersuchungen zeigt, dass die multidimensionale 
Durchflusszytometrie eine geeignete und präzise Methode ist, um residuale 
Blasten  in regenerierendem KM nachweisen zu können. 
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5.2 Beurteilung der MRD durch Immunphänotypisierung 
Die Möglichkeit der immunologischen Unterscheidung zwischen leukämischen 
Blasten und normalen KM-Zellen durch multidimensionale Durchflusszytometrie 
erlaubt die Bestimmung residualer leukämischer Zellen im Verlauf einer 
Therapie(45,76-78,130). Inwiefern der Nachweis residualer leukämischer Zellen im 
regenerierenden KM von Kindern mit AML Einfluss auf den klinischen Verlauf 
hat, ist noch nicht abschließend geklärt.  
 
Bei der Gruppe der 55 Kinder der AML-BFM-98-Studie, bei der eine 
immunologische Bestimmung der minimalen Resterkrankung möglich war, 
handelt es sich um eine repräsentative Patientengruppe in Bezug auf Alter bei 
Diagnose, Risikoeinteilung, initialer Leukozytenzahl, FAB-Klassifizierung (mit 
Ausnahme der AML-M2) sowie dem ereignisfreien Überleben im Vergleich zu 
den anderen Studienpatienten des gleichen Diagnosezeitraums. Bei der 
Untersuchung der KM-Proben dienten die vorher definierten Cut-Off-Level der 
einzelnen LAIPs als Grundlage für die Beurteilung des Vorliegens residualer 
Blasten. Waren an mindestens 2 KMP-Zeitpunkten eines Kindes LAIPs 
oberhalb der jeweiligen Cut-Off-Level nachweisbar, so wurde dieses Kind als 
MRD-positiv eingestuft. Auf diese Weise konnten 26 MRD-positive (47,3 %) und 
29 MRD-negative Kinder identifiziert werden. Auf Grund schlechter Qualität der 
KM-Proben konnte bei 1 Kind (morphologisch als Nonresponder identifiziert) 
keine Aussage bezüglich des Vorliegens von MRD gemacht werden. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Rezidiv-Rate bei den MRD-positiven 
Kindern mit 30,8 % im Vergleich zur Rezidiv-Rate bei den MRD-negativen 
Kindern mit 17,2 % um den Faktor 1,8 erhöht ist. Die Unterschiede bezüglich 
des ereignisfreien Überlebens (EFS) zwischen den beiden Gruppen erreicht 
zwar mit p = 0,19 nicht das Signifikanzniveau, dennoch ist eine gewisse 
Tendenz zu erkennen, wonach die Kinder mit positiver immunologischer 
MRD-Befund eine geringere Wahrscheinlichkeit für das EFS haben. Mit Hilfe 
der Cox-Regression konnte weder für den Faktor MRD-Befund noch für den 
Faktor Risikoeinteilung - der anhand sehr viel größerer Fallzahlen aus früheren 
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Studien ermittelt und validiert wurde - ein signifikanter Einfluss auf das EFS 
festgestellt werden, wenngleich der MRD-Befund mit einem Risk-Ratio von 1,74 
(p = 0,24) eine etwas größere Rolle zu spielen scheint als die Einteilung in die 
Standard- bzw. Hochrisikogruppe mit einem Risk-Ratio von 1,37 (p = 0,62). 
Inwiefern die Ergebnisse der MRD-Untersuchungen ergänzend zur bisherigen 
Risikoeinteilung zur Einschätzung der Prognose genutzt werden können, ist nur 
innerhalb einer prospektiven Studie mit größeren Fallzahlen abschließend zu 
beurteilen. 
 
Da in die Betrachtung des EFS neben dem Rezidiv auch die Ereignisse Tod 
und Nonresponse als events eingehen, wurden die kumulativen Inzidenzen der 
Rezidive sowie die Zeitspanne bis zum Aufteten der Rezidive innerhalb der 
beiden MRD-Gruppen untersucht, um die Vorhersagbarkeit von Rezidiven mit 
Hilfe des immunologischen Nachweises von MRD zu prüfen. Kinder mit 
positivem MRD-Befund erlitten innerhalb einer Spanne von im Median 
6,2 Monaten ein Rezidiv (n = 8), wohingegen bei den Kinder mit negativem 
MRD-Befund die Zeitspanne bis zum Rezidiv im Median 10,0 Monate betrug. 
Dieser Vergleich zeigt deutlich - wenngleich der Unterschied mit p = 0,09 das 
Signifikanzniveau von 5 % nicht erreicht - , dass bei Kindern mit positivem 
Nachweis von residualen Blasten Rezidive früher auftreten, als bei Kindern 
ohne immunologisch nachweisbare MRD.  
 
Bisher sind nur wenige Studien zur Korrelation zwischen immunologisch 
detektierter MRD und klinischem Verlauf durchgeführt und publiziert worden. 
Deren Ergebnisse sind in Tabelle 27 zusammengefasst. Ein Vergleich dieser 
Studien untereinander sowie mit der hier vorgestellten MRD-Studie der 
AML-BFM-98-Studie ist praktisch nicht möglich. Zum einen sind die 
Patientenkollektive und Therapien sowie die Untersuchungszeitpunkte und zum 
anderen die Methoden und verwendeten Kombinationen von monoklonalen 
Antikörpern sehr unterschiedlich. 
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Den ersten Hinweis der frühen Detektion eines Rezidivs lieferten Campana et 
al. im Jahr 1990 mit Hilfe der Zwei-Farb-Immunfluoreszenz mit 9 monoklonalen 
Antikörpern. KM-Proben von sieben Erwachsenen mit AML in morphologischer 
CR wurden untersucht. Alle 4 Patienten mit immunologisch nachweisbarer MRD 
(MRD+) sowie einer von drei Patienten ohne nachweisbare immunologische 
MRD entwickelten ein systemisches Rezidiv(117). Adriaansen et al. 
untersuchten, ob der Nachweis der Koexpression von TdT und myeloischen 
Markern (myel+/TdT+) bei Patienten mit AML prädiktiv für das Auftreten eines 
Rezidivs ist. Zwar zeigte sich bei den Patienten vor dem Rezidiv ein gradueller 
Anstieg der myel+/TdT+-Zellen, allerdings war diese Koexpression auch bei 
allen Patienten in langanhaltender CR in nicht unerheblichem Maß 
nachweisbar(129). Ebenfalls mit Hilfe der Methode der 
Zwei-Farb-Durchflusszytometrie konnten Plata et al. zeigen, dass der 
immunologische Nachweis der gleichen atypischen Antigenkombinationen wie 
bei Diagnosestellung während einer morphologischen CR ein bevorstehendes 
Rezidiv anzeigen(156). 
 
Sievers et al. berichteten als erste darüber, dass bei mehr als der Hälfte der 
Patienten mit der Methode der multidimensionalen Durchflusszytometrie 
residuale leukämische Zellen während der morphologischen CR nachgewiesen 
werden können (19/35). Das Rezidivrisiko bei Patienten mit nachweisbaren 
residualen leukämischen Zellen (> 0,1 %) in morphologischer CR war signifikant 
um den Faktor 2,8 erhöht (p = 0,02)(1). Die Studie von San Miguel et al. an 53 
Patienten mit AML belegte, dass sowohl der Nachweis von MRD am Ende der 
Induktion (>/< 5x10-3 residuale Zellen) wie auch am Ende der Intensivierung 
(>/< 2x10-3 residuale Zellen) mit der Anzahl der Rezidive und dem medianen 
Rezidiv-freien-Überleben (RFS) korrelierte und in multivariaten Analysen der 
wichtigste prognostische Faktor für die Vorhersage des RFS war(156). Ähnliche 
Ergebnisse bezüglich Rezidivrate, RFS und MRD-1-Expression wurden von 
Venditti et al. bezüglich des Nachweises von residualen Zellen am Ende der 
Konsolidierung (> /< 3,5x10-4) publiziert, jedoch hatte der Nachweis von MRD 
am Ende der Induktion (> /< 4,5x10-4) keinen signifikanten Einfluss auf den 
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klinischen Verlauf der Patienten(156). In der jüngsten Studie von San Miguel et 
al. wurde der Anteil der residualen leukämischen Zellen nach der Induktion bei 
Erreichen der morphologischen CR bestimmt. Dabei konnten 3 Gruppen mit 
unterschiedlichen Rezidiv-Raten nach 3 Jahren identifiziert werden. In 
multivariaten Analysen konnte gezeigt werden, dass der MRD-Level der 











23 7 1990 in CR 4/4 MRD+: Rezidiv 
1/3 MRD-: Rezidiv 
Adriaansen  
et al. 
4 12 1993 in CR 9/10 Rezidiven: Anstieg von 
myel+/TdT+-Zellen 
1/10 Rezidiven: kein Anstieg von 
myel+/TdT+-Zellen 
5 Pat. in CCR: ebenfalls kleiner 
Anteil an myel+/TdT+-Zellen 
Sievers  
et al. 
127 35 1996 in 1. CR 9/16 MRD-: Rezidiv (11-26 Mon.) 
0/5 nach allo KMT 
9/11 nach CT oder auto KMT  
14/19 MRD+: Rezidiv (2 - 29 Mon.) 
1/5 nach allo KMT 
13/14 nach CT oder auto KMT  
53 nach Induktion  
 
Rezidivrate 
> 5x10-3 res. Zellen: 67 % 
< 5x10-3 res. Zellen: 20 % 
(p = 0,002) 
medianes RFS 
> 5x10-3 res. Zellen: 17 Monate 
(n = 18) 
< 5x10-3 res. Zellen: nicht 
erreicht (n = 24) 








> 2x10-3 res. Zellen: 69 % 
< 2x10-3 res. Zellen: 32 % 
(p = 0,02) 
medianes RFS 
> 2x10-3 res. Zellen: 16 Monate 
(n = 13) 
< 2x10-3 res. Zellen: nicht 
erreicht (n = 25) 
Venditti  
et al. 
153 56 2000 nach Induktion > 4,5x10-4 residuale Zellen:  
15/26 Rezidive 
< 4,5x10-4 residuale Zellen:  
12/30 Rezidive (p = n.s.) 
    nach Konsol. > 3,5x10-4 residuale Zellen:  
17/22 Rezidive 
< 3,5x10-4 residuale Zellen:  
5/29 Rezidive (p = 0,01) 
Plata  
et al. 
99 19 2000 k.A. 1/10 MRD-:Rezidiv (20-45 Monate) 
7/9 MRD+:Rezidiv (1-9 Monate) 
San Miguel  
et al. 
118 126 2001 nach Induktion kumulative Rezidivrate (3 Jahre) 
> 10-2 LAIP+ Zellen: 85 ± 9 % 
(n = 17) 
10-3 bis 10-2 LAIP+ Zellen: 
45 ± 8 % (n = 64) 
< 10-3 LAIP+ Zellen: 14 ± 6 % 
(n = 45) 
Tabelle 27: Studien zur Korrelation von immunologisch detektierter MRD und klinischem 
Verlauf 
(n.s. = nicht signifikant, k.A. = keine Angabe) 
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Zusammenfassend lässt sich ausführen, dass es zwar einige Studien gibt, die 
die prognostische Bedeutung des immunologischen Nachweises von MRD bei 
der AML untersucht haben, sich aber zum einen auf Grund der zum Teil 
geringen Patientenzahlen, zum anderen wegen der bisher nicht 
standardisierten Untersuchungsmethoden und der unterschiedlichen Therapien 
keine objektive Aussage machen lässt. Ferner ist der optimale, also 
aussagekräftigste Zeitpunkt für MRD-Untersuchungen noch nicht bekannt.  
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 5.3 Beurteilung der MRD durch Molekulargenetik 
Präklinische Studien an Mäusen nach autologer KMT zeigten die 
Nachweisbarkeit von MRD mittels Zweistufen-nested-PCR mit einer Sensitivität 
von 10-5 bis 10-6(64). Auf Grund der hohen Sensitivität der PCR von 10-5 bis 10-6 
ist diese Methode für den Nachweis von MRD während der morphologischen 
CR bei Patienten mit AML gut geeignet.  
 
Im Rahmen der molekulargenetischen MRD-Untersuchungen innerhalb der 
AML-BFM-98-Studie wurden qualitativ drei leukämie-spezifische Fusionsgene 
[assoziiertes Gen-REAR] bei Diagnose und im Verlauf der Therapie von 
33 Kindern untersucht: AML1/ETO [t(8;21)], CBFß/MYH11 [inv(16)] und 
MLL-Gen-Rearrangements [Translokationen des Chromosoms 11q23]. Die 
Untersuchungen des Fusionsgens PML/RARα konnten auf Grund methodischer 
Schwierigkeiten nicht ausgewertet werden. 
 
Wegen der hohen Assoziation zwischen dem Nachweis eines 
Gen-Rearrangements und der morphologischer FAB-Klassifizierung 
(AML1/ETO – M2; CBFß/MYH11 – M4eo; MLL-Gen-REARs - M4/M5) entspricht 
die Verteilung der FAB-Subklassen nicht der bei der Kontrollgruppe. Ein 
signifikant höherer Anteil der Kinder deren KM molelulargenetisch auf das 
Vorhandensein von MRD untersucht wurde, gehört der Standardrisko-Gruppe 
an. Diese Tatsache ist mit der Risikoeinteilung nach initialem zytogenetischen 
Befund zu erklären, wonach Kinder mit einer t(8;21) oder inv(16) der 
Standardrisiko-Gruppe und Kinder mit anderen zytogenetischen Aberrationen 
der Hochrisiko-Gruppe zugeordnet werden. Diese Tatsache bedingt das 
ebenfalls höhere EFS der Gruppe der 33 untersuchten Kinder im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Bezüglich des Alters, der initialen Leukozytenzahl und des 
Anteils der Kinder mit KMT/SZT in 1.CR handelt es sich bei den untersuchten 
Kindern jedoch um eine repräsentative Gruppe verglichen mit der 
Kontrollgruppe der Studienpatienten des gleichen Diagnosezeitraums. 
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Der qualitative Nachweis des Fusionsgens AML1/ETO während der Therapie 
hat keine hohe prognostische Bedeutung für das Auftreten eines Rezidivs. Zwar 
waren bei einem Kind mit späterem Rezidiv alle untersuchten KM-Proben zu 
den KMP-Zeitpunkten 2 bis 5 AML1/ETO+ und bei dem zweiten Kind mit Rezidiv 
konnten nach Negativität zum KMP-Zeitpunkt 3, zum KMP-Zeitpunkt 5 das 
Fusionsgen wieder detektiert werden. Dennoch ließ sich bei den 13 Kindern, die 
sich innerhalb einer medianen Nachbeobachtungszeit von 30 Monaten in 
anhaltender CR befanden, zu den ersten beiden KMP-Zeitpunkten mit einer 
Ausnahme das AML1/ETO-Fusionsgen nachweisen. An den darauffolgenden 
KMP-Zeitpunkten bis zum Ende der Dauertherapie war etwa die Hälfte der 
untersuchten KM-Proben AML1/ETO+. Diese Beobachtung, dass die 
Translokation t(8;21) bzw. das entsprechende Fusionsgen AML1/ETO bei der 
Mehrzahl der Patienten in langanhaltender CCR (> 1 Jahr) noch nachweisbar 
ist, deckt sich mit den Erfahrungen anderer Autoren(56,65,89,92,95). Es wird 
diskutiert, dass der Ursprung der leukämischen Progenitorzellen bei der AML 
mit der Translokation t(8;21) multipotent zu sein scheint und sie so in der Lage 
sind, selbst sehr intensive Therapien, wie die Konditionierung vor einer 
KMT/SZT, zu überleben(102). 
 
Die Spezifität der qualitativen molekulargenetischen Detektion von 
CBFß/MYH11 scheint höher zu sein. So war bei einem Kind mit späterem 
Rezidiv an 4 aufeinanderfolgenden KMP-Zeitpunkten das Fusionsgen 
nachweisbar. Bei den anderen 5 Kindern, die sich nach einer medianen 
Nachbeobachtungszeit von 26 Monaten in anhaltender CCR befanden, war 
abgesehen vom KMP-Zeitpunkt 2 jeweils nur eine KM-Probe CBFß/MYH11+. 
Die prognostische Bedeutung des molekulargenetischen Nachweises des 
Fusionsgens CBFß/MYH11 für die MRD-Diagnostik ist noch nicht bekannt. In 
9 Studien wurden insgesamt 51 Patienten mit AML auf das Vorhandensein von 
CBFß/MYH11 als Marker für MRD untersucht. Von den 31 MRD+-Patienten 
rezidivierten 12, wohingegen 3 der 20 MRD--Patienten ebenfalls rezidivierten. 
Auch quantitative PCR-Untersuchungen lieferten bisher keine Assoziation 
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zwischen MRD und klinischem Verlauf(79). 
Rearrangements des MLL-Gens ließen sich im Verlauf der Therapie in der 
Mehrzahl der untersuchten KM-Proben inklusive aller KM-Proben des Kindes 
mit späterem Rezidiv nicht mehr nachweisen. Mitterbaurer et al. berichten über 
sieben Patienten mit MLL/AF9-positiver AML. Der rasche Abfall des 
MLL/AF9-Fusionsgens bei zwei Patienten unter die Nachweisgrenze war hier 
assoziiert mit anhaltender CR. Keine Aussage konnte allerdings über die 
Assoziation der MLL/AF9-Detektion mit dem klinischen Verlauf gemacht 
werden(88). 
  
Studien zufolge scheint bei der AML mit t(15;17) die Vorhersagbarkeit eines 
Rezidivs mit dem qualitativen Nachweis der Translokation in morphologischer 
CR assoziiert zu sein(69), während die Translokation t(8;21) auch bei Patienten 
in langanhaltender CCR nachweisbar ist(91,148). Bei den anderen bekannten 
chromosomalen Veränderungen ist die prognostische Bedeutung der 
genetischen Bestimmung der MRD noch weitgehend unklar(39,40,43). 
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5.4 Quantitative RT-PCR (AML1/ETO) 
Mit Hilfe der Methode der RT-PCR werden seit Juni 2000 quantitative 
Untersuchungen des AML1/ETO-Rearrangements bei den Kindern der 
AML-BFM-98-Studie durchgeführt. Im Beobachtungszeitraum 
(1.6.2000 - 28.2.2002) konnten KM-Proben von 15 Kindern vom Zeitpunkt der 
Diagnose und von mindestens 2 KMP-Zeitpunkten während der Therapie 
ausgewertet werden. 
 
Während einer medianen Nachbeobachtungszeit von 11 Monaten erlitten 
2 Kinder ein Rezidiv. Bei einem Kind konnte eine anfänglich langsame 
Reduktion mit Schritten von 0,5 – 1 Log-Stufen bzw. < 0,5 Log-Stufen der 
Kopien des AML1/ETO-REARs vom Zeitpunkt der Diagnose bis zum 
KMP-Zeitpunkt 3 (5622 – 1400 – 716 – 92 Kopien) beobachtet werden. Das 
Ergebnis von 92 Kopien des AML1/ETO-REARs zum KMP-Zeitpunkt 3 liegt 
deutlich oberhalb der Ergebnisse der Kinder ohne Rezidiv zum selben Zeitpunkt 
(Median = 4, Maximum = 24 Kopien des AML1/ETO-REARs). Der Anstieg zum 
folgenden untersuchten KMP-Zeitpunkt 5 um 0,7 Log-Stufen auf 492 Kopien 
war bereits ein Hinweis auf das spätere Rezidiv, obwohl sich das Kind zu 
diesem Zeitpunkt in anhaltender morphologischer CR befand. Zum Zeitpunkt 
des Rezidivs – 65 Tagen nach der letzten KM-Untersuchung – waren 
4 167 Kopien des AML1/ETO-REARs nachweisbar. Desweiteren fand zwar bei 
dem Kind mit Rezidiv eine Reduktion der Kopien des AML1/ETO-REARs zum 
KMP-Zeitpunkt 1 und 3 im Bereich von 0,5 - 1 Log Stufen statt, allerdings 
konnte zum KMP-Zeitpunkt 2 keine Veränderung (< 0,5 Log-Stufen) der Kopien 
des AML1/ETO-REARs beobachtet werden. Dahingegen war bei 10/12 Kindern 
ohne Rezidiv bis zum KMP-Zeitpunkt 2 und bei allen Kindern bis zum 
KMP-Zeitpunkt 3 mindestens eine Reduktion von > 1 Log-Stufe zu beobachten. 
Sowohl die Kinetik der Reduktion des AML1/ETO-REARs während der ersten 
2 Monate der Therapie, als auch die absolute Anzahl der Kopien des 
Fusionsgens scheinen also für die Beurteilung der minimalen Resterkrankung 
von Bedeutung zu sein. 
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KM-Untersuchungen des zweiten Kindes mit Rezidiv waren nach der Diagnose 
lediglich zu den Zeitpunkten 5 und 6 möglich. Beide Untersuchungen ergaben 
keinen Nachweis eines AML1/ETO-REARs. Zum Zeitpunkt des Rezidivs 
(167 Tage nach der letzten KM-Untersuchung) war mit Hilfe der RT-PCR eine 
geringe Anzahl von 249 Kopien des AML1/ETO-REARs nachweisbar. Auf 
Grund der fehlenden KM-Untersuchungen dieses Kindes während der 
entscheidenden ersten 4 Monate der Therapie, können bezüglich des 
Nachweises von minimaler Resterkrankung mit Hilfe der RT-PCR des 
AML1/ETO-REARs keine Aussagen gemacht werden. Ebenfalls war der 
Zeitraum zwischen letzter KM-Untersuchung und Rezidiv zu groß, um einen 
Anstieg der Kopien des AML1/ETO-REARs beobachten zu können. Weiterhin 
ist festzustellen, dass die absolute Anzahl der Kopien des AML1/ETO-REARs 
zum Zeitpunkt des Rezidivs mit 249 Kopien um mehr als eine Log-Stufe 
unterhalb des Niveaus bei Diagnose lag. Darin kann eine weitere Erklärung 
dafür liegen, dass zum vorangegangenen KMP-Zeitpunkt das 
AML1/ETO-REAR nicht nachweisbar war. 
 
Zum gegenwärtigen Zeitpunkt (April 2002) gibt es drei Veröffentlichungen zur 
quantitativen Erfassung eines AML1-Fusionsgens für die Beurteilung der 
minimalen Resterkrankung bei Erwachsenen mit akuter myeloischer Leukämie. 
In allen Untersuchungen wird übereinstimmend beschrieben, dass bei den 
Patienten in langanhaltender Remission das Level des Fusionsgens niedrig 
oder nicht mehr detektierbar war. Es besteht also eine Korrelation zwischen 
negativen PCR-Ergebnissen und der Abwesenheit eines Rezidivs(53). Diese 
Beobachtungen werden durch die Ergebnisse der quantitativen 
RT-PCRUntersuchungen des AML1/ETO-Rearrangements der Kinder der 
Studie AML-BFM 98 bestätigt. Auch hier konnte ein deutlicher Abfall der Kopien 
des AML1/ETO-REARs bis unter die sichere Nachweisgrenze von 10 Kopien 




Bei der Mehrzahl der Patienten mit Rezidiv wird in den drei Veröffentlichungen 
ein Anstieg der MRD-Level vor dem Rezidiv beschrieben. Bei dem Kind mit 
Rezidiv mit ausreichend auswertbaren Untersuchungen während der Therapie 
wurde neben dem langsameren Abfall des AML1/ETO-REARs ebenfalls ein 
signifikanter Anstieg vor dem klinischen Rezidiv beobachtet. 
 
Insgesamt stimmen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen bei 
Kindern mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen bei Erwachsenen 
überein, wenngleich noch weitere Analysen notwendig sind, um gesichertere 
Aussagen treffen zu können. 
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5.5 Schlussfolgerungen/ Perspektiven 
Die Definition und Etablierung einer standardisierten Methode der 
4-Farb-Durchflusszytometrie ist Grundlage und Voraussetzung für eine 
weitgehend von einem speziellen Labor oder Untersucher unabhängige 
Bestimmung der MRD. Die hier vorgestellten Ergebnisse deuten bereits an, 
dass die MRD-Level mit dem klinischen Verlauf korrelieren. Die prognostische 
Bedeutung der immunologischen MRD-Untersuchungen für die akute 
myeloische Leukämie im Kindesalter kann allerdings nur innerhalb einer 
prospektiven Studie beurteilt werden. Diese wird seit Januar 2002 in 
Kooperation der Labore Münster, Göttingen, Wien und Prag durchgeführt. Bei 
positivem Nachweis der prognostischen Relevanz kann die MRD-Diagnostik zur 
Therapiestratifizierung in der zukünftigen Therapie der AML bei Kindern genutzt 
werden. 
 
Besonderen Wert bei der Auswertung dieser prospektiven Studie wird auf die 
Relevanz der einzelnen KMP-Zeitpunkte sowie auf die Kinetik der 
Blastenreduktion gelegt werden. So ist zu erwarten, dass die prognostische 
Relevanz der MRD-Bestimmungen zu den ersten KMP-Zeitpunkten am größten 
ist. Auf Grund der zum Teil lückenhaften MRD-Untersuchungen während des 
Therapieverlaufs der hier analysierten 55 Kinder der AML-BFM-98-Studie 
konnte der Einfluss der einzelnen KMP-Zeitpunkte auf die Prognose nicht 
evaluiert werden. Allerdings gibt es Hinweise, dass die beiden Zeitpunkte vor 
und nach der zweiten Induktion mit HAM (KMP-Zeitpunkt 2 und 3) für die 
Beurteilung des Einflusses der MRD auf den klinischen Verlauf am 
relevantesten sind. Ebenso kann ein erneuter positiver Nachweis der MRD ein 
erster Hinweis für ein Rezidiv sein. Für Kinder mit ALL (n = 240) konnten van 
Dongen et al. bereits zeigen, dass besonders die MRD-Ergebnisse zu den 
ersten beiden Zeitpunkten (nach der Induktion und vor Beginn der 




Die rein qualitative molekulargenetische Analyse leukämie-spezifischer 
Fusionsgene ist für die Beurteilung der minimalen Resterkrankung nicht 
ausreichend. Vielversprechender scheint die quantitative Erfassung von 
Gen-Rearrangements im Hinblick auf die prognostische Bedeutung zu sein. 
Zukünftig sollten die anderen bekannten molekulargenetischen Veränderungen 




Die prognostische Bedeutung der minimalen Resterkrankung für Kinder mit 
akuter myeloischer Leukämie ist noch nicht geklärt. Es sind zwei Methoden 
bekannt, mit denen residuale leukämische Blasten detektiert werden können. 
Erstens die Polymerase-Kettenreaktion, mit der spezifische 
Gen-Rearrangements (AML1/ETO, PML/RARα, CBFβ/MYH11 und 
MLL/AF9) erkannt, und zweitens die multiparametrische Durchflusszytometrie, 
mit welcher leukämie-assoziierte Immunphänotypen untersucht werden können. 
Die PCR-Technik erreicht eine Sensitivität von 10-4 bis 10-5, allerdings lassen 
sich nur bei etwa 30 % der Kinder mit AML Gen-Rearrangements nachweisen. 
Die Immunphänotypisierung dagegen erlaubt die Bestimmung informativer 
LAIPs bei 80 – 90 % der Kinder mit AML, wobei sowohl Sensitivität als auch 
Spezifität dieser Methode noch nicht ausreichend definiert sind. Die 
Heterogenität der AML und die bisher fehlende Standardisierung der 
Immunphänotypisierung erschweren die MRD-Untersuchungen.  
 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein 4-Farb-Konsensus-Panel für die 
immunologische Detektion der MRD zu etablieren und zu standardisieren. 
Untersuchungen von normalen KM-Proben bzw. Proben von Kindern in 
langanhaltender CR zeigen, dass es drei Gruppen von LAIPs unterschiedlicher 
Spezifität gibt. Niedrige Spezifität besitzen LAIPs mit asynchroner Expression 
früher und später Antigene (CD13/CD33/CD34+, CD15/CD33/CD34+ und 
CD34/CD38/HLA-DR+). LAIPs mit asynchroner Expression monozytärer Marker 
(CD15 und/oder CD11c und/oder CD117 sowie CD4) und CD33/CD34 zeigen 
eine mittlere Spezifität. Eine hohe Spezifität weisen die LAIPs mit Koexpression 
lymphatischer Antigene (CD2, CD7, CD10, CD19, CD56) oder des Antigens 7.1 
und CD33/CD34 auf. Durch die durchflusszytometrische Analyse von 
Verdünnungsreihen, bei denen kryokonservierte Blasten in absteigenden 
Konzentrationen mit regenerierendem KM des selben Kindes gemischt wurden, 
konnte die hohe Sensitivität der immunologischen MRD-Bestimmung gezeigt 
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werden. 
Die prognostische Bedeutung der immunologischen und molekulargenetischen 
MRD-Bestimmung wurde analysiert. Mit der Methode der multidimensionalen 
Durchflusszytometrie konnten KM-Proben von 55 Kindern untersucht werden. 
Die Rezidiv-Rate war bei den Kindern mit positivem MRD-Befund mit 8/26 
(30,8 %) verglichen mit den Kindern mit negativem MRD-Befund mit 5/29 
(17,2 %) 1,8-fach erhöht. Die Zeitspanne bis zum Rezidiv betrug im Median bei 
den MRD-positiven Kindern 6,2 Monate, bei den MRD-negativen Kindern 
hingegen 10,0 Monate (p = 0,09). Bei der Analyse des immunologischen 
MRD-Ergebnisses auf das ereignisfreie Überleben konnte zwar kein 
signifikanter Unterschied (p = 0,19) festgestellt werden, jedoch ist die 
Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens nach 2 Jahren bei den 
MRD-negativen Kindern mit 0,66 (SE = 0,11) verglichen mit dem der 
MRD-positiven Kinder von 0,40 (SE = 0,18) tendenziell höher. 
 
Qualtitative molekulargenetische MRD-Untersuchungen konnten mit Hilfe der 
PCR-Methode von 3 leukämie-spezifischen Fusionsgenen (AML1/ETO, 
CBFß/MYH11 und MLL-Gen-Rearrangements) durchgeführt werden. Das 
AML1/ETO-REAR ist für die qualitative Analyse der MRD nicht geeignet. Von 
den 13 Kindern in morphologischer Remission (mediane Nachbeobachtungszeit 
30 Monate) war das Fusionsgen bei 9/10 Kindern vor der zweiten Induktion, bei 
3/6 Kindern vor Beginn der Dauertherapie und bei 2/5 Kindern am Ende der 
Therapie nachweisbar. Die Spezifität der qualitativen Bestimmung des 
CBFß/MYH11-REARs scheint höher zu sein. Ein Kind mit späterem Rezidiv war 
zu allen KMP-Zeitpunkten MRD-positiv, während von den 5 Kindern in 
morphologischer CR abgesehen vom KMP-Zeitpunkt 2 jeweils nur eine Probe 
MRD-positiv war. Rearrangements des MLL-Gens ließen sich bei der Mehrzahl 
der Kinder (n = 9) im Verlauf der Therapie –  inklusive des Kindes mit Rezidiv – 
nicht mehr nachweisen. Alle Ergebnisse stimmen gut überein mit Berichten 
anderer Autoren. 
 
Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR des AML1/ETO-Rearrangements lassen 
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sich sowohl Aussagen bezüglich der absoluten Kopienzahl, als auch über die 
Kinetik der Veränderung der Kopienzahl treffen. Durch die Kombination dieser 
beiden Informationen scheint es möglich zu sein, Aussagen hinsichtlich der 
prognostischen Bedeutung der MRD zu treffen. So waren bei 13 Kindern in 
morphologischer CR Reduktionen der Kopienzahl des AML1/ETO-REARs bis 
zum Zeitpunkt nach der zweiten Induktion im Bereich von > 1 Log-Stufe zu 
beobachten. Zu diesem Zeitpunkt waren im Median 4 Kopien AML1/ETO pro 
10 000 Kopien des Kontrollgens ABL detektierbar.  Bei einem Kind mit Rezidiv 
konnte lediglich eine Reduktion von maximal 0,5 - 1 Log-Stufe auf 92 Kopien 
AML1/ETO pro 10 000 Kopien ABL nachgewiesen werden. Der anschließende 
Anstieg auf 439 Kopien AML1/ETO kündigte bereits das 65 Tage spätere 
Rezidiv an. 
 
Die prognostische Bedeutung der MRD – ob auf immunologischem oder 
molekulargenetischem Weg – lässt sich ausschließlich innerhalb von 
prospektiven Studien definitiv beurteilen. Bei positivem Nachweis der 
prognostischen Relevanz können dann MRD-Untersuchungen für die 
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